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Abku¨rzungen
A Adenin
AMe N6-Methyl-2′-desoxyadenin
AdoHcy S-Adenosyl-L-homocystein
AdoBenz 5′-[[(S)-(3S)-3-Amino-3-carboxypropyl]benzylsulfonio]-
5′-desoxyadenosin
AdoBenz4Me 5′-[[(S)-(3S)-3-Amino-3-carboxypropyl]-4-methylbenzylsulfonio]-
5′-desoxyadenosin
AdoButin 5′-[[(S)-(3S)-3-Amino-3-carboxypropyl]but-2-ynylsulfonio]-
5′-desoxyadenosin
AdoEth 5′-[[(S)-(3S)-3-Amino-3-carboxypropyl]ethylsulfonio]-
5′-desoxyadenosin
AdoMet S-Adenosyl-L-methionin
AdoPentin 5′-[[(S)-(3S)-3-Amino-3-carboxypropyl]pent-2-inylsulfonio]-
5′-desoxyadenosin
AdoProp 5′-[[(S)-(3S)-3-Amino-3-carboxypropyl]propylsulfonio]-
5′-desoxyadenosin
AdoPropen 5′-[[(S)-(3S)-3-Amino-3-carboxypropyl]prop-2-enylsulfonio]-
5′-desoxyadenosin
AdoPropin 5′-[[(S)-(3S)-3-Amino-3-carboxypropyl]prop-2-ynylsulfonio]-
5′-desoxyadenosin
ATP Adenosintriphosphat
bp Basenpaar(e)
BSA Rinderserum-Albumin (bovine serum albumin)
C Cytosin
C5Me 5-Methyl-2′-desoxycytosin
CIAP Alkalische Phosphatase (calf intestine alkaline phosphatase)
Dam DNA-Adenin-Methyltransferase
dA 2′-Desoxyadenosin
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dC 2′-Desoxycytidin
dG 2′-Desoxyguanosin
dT 2′-Desoxythymidin
dc-AdoMet decarboxyliertes S-Adenosyl-L-methionin
DEAD Diethylazo dicarboxylat
DNA Desoxyribonucleinsa¨ure (deoxyribonucleic acid)
DTT Dithiothreitol
E Extinktion
ελ Extinktionskoeffizient bei der Wellenla¨nge λ
E. coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraessigsa¨ure (ethylendiamintetraaceticacid)
eq Mola¨quivalente
ESI Elektrospray-Ionisation
ETA 5′-Ethylthio-5′-desoxyadenosin
G Guanosin
HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N′-2-ethansulfonsa¨ure
HOAc Essigsa¨ure
HPLC Hochleistungsflu¨ssigkeitschromatographie
(high performance liquid chromatography)
k Geschwindigkeitskonstante
KD Dissoziationskonstante
KM Michaelis-Menten-Konstante
M.BseCI DNA-Adenin-N6-Methyltransferase aus Bacillus stearothermophilus
M.HhaI DNA-Cytosin-C5-Methyltransferase aus Haemophilus haemolyticus
M.HpaII DNA-Cytosin-C5-Methyltransferase aus Haemophilus parainfluenzae
M.PvuII DNA-Cytosin-N4-Methyltransferase aus Proteus vulgaris
M.RsrI DNA-Adenin-N6-Methyltransferase aus Rhodobacter sphaeroides
M.SssI DNA-Cytosin-C5-Methyltransferase aus Spiroplasma species Stamm MQ1
M.TaqI DNA-Adenin-N6-Methyltransferase aus Thermus aquaticus
MAT Methionin-adenosyl-transferase (AdoMet-Synthetase/EC 2.5.1.6)
MS Massenspektrometrie bzw. -spektrum
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MTA 5′-Methylthio-5′-desoxyadenosin
MTase Methyltransferase
MW Molekulargewicht in g/mol (molecular weight)
ODN Oligodesoxynucleotid
Pi ortho-Phosphat
PPi Pyrophosphat
PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
RT Raumtemperatur
SspDam DNA-Adenin-N6-Methyltransferase aus Salmonella spec.
T Thymin
ti Inkubationszeit
tR Retentionszeit
TEA Triethylamin
TEAAc Triethylammoniumacetat
TFA Trifluoressigsa¨ure (trifluoroacetic acid)
Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
UV-VIS Spektralbereich von 200 – 800 nm
U Uracil
u / Units Einheit der Enzymaktivita¨t (enzyme unit)
WT Wildtyp
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Drei- und Einbuchstaben-Code fu¨r L-Aminosa¨uren
Ala A Alanin
Arg R Arginin
Asn N Asparagin
Asp D Asparaginsa¨ure
Cys C Cystein
Gln Q Glutamin
Glu E Glutaminsa¨ure
Gly G Glycin
His H Histidin
Ile I Isoleucin
Leu L Leucin
Lys K Lysin
Met M Methionin
Phe F Phenylalanin
Pro P Prolin
Ser S Serin
Thr T Threonin
Trp W Tryptophan
Tyr Y Tyrosin
Val V Valin
Mutanten werden mit dem Namen des Wildtypenzyms, gefolgt von der Mutationsstelle be-
zeichnet. Der erste Buchstabe gibt die ersetzte Aminosa¨ure, die folgende Zahl die Position
und der zweite Buchstabe die eingefu¨gte Aminosa¨ure an. M.TaqV21G bezeichnet also eine
M.Taq-Mutante, bei der Valin in Position 21 durch Glycin ersetzt ist.
A Einleitung
A.1 DNA und DNA-Methylierung
In der belebten Natur ist die Desoxyribonucleinsa¨ure (DNA) das Speichermedium der ge-
netischen Information. Die Doppelhelixstruktur und das Basenpaarungsmuster wurden be-
reits 1953 von Watson & Crick vorhergesagt (Watson & Crick, 1953). Diese Vorhersa-
ge wurde spa¨ter durch Ro¨ntgenkristallstrukturanalyse besta¨tigt (Dickerson et al., 1982;
Drew et al., 1982). Dabei winden sich zwei DNA-Einzelstra¨nge umeinander und bilden
eine antiparallele, rechtsga¨ngige Doppelhelix aus. Verknu¨pft sind die Nucleoside durch
Phosphorsa¨urediester-Gruppen, die an die 5′- und 3′-Hydroxygruppen der 2′-Desoxyribose-
Einheiten der Nucleoside gebunden sind. Dieses hydrophile Zucker-Phosphat-Ru¨ckgrat ist
dem umgebenden Wasser zugewandt. Im Innern der Helix befinden sich die hydrophoben
Nucleobasen, die an die 1′-Kohlenstoffatome der 2′-Desoxyribose-Einheiten gebunden sind.
In natu¨rlicher DNA kommen vier Nucleobasen, Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) und
Thymin (T) vor. Diese liegen senkrecht zur Helixachse, wobei jeweils die zwei gegenu¨ber-
liegenden Basen eine Ebene bilden. Dabei bilden die Nucleobasen Adenin und Thymin,
sowie Guanin und Cytosin komplementa¨re Basenpaare. Innerhalb dieser Paare sind die
Nucleobasen u¨ber ein charakteristisches System von Wasserstoffbru¨cken verbunden. Auf-
grund der unterschiedlichen Anzahl von Wasserstoffbru¨cken zwischen den Basen ist das
G-C-Pasenpaar stabiler als ein A-T-Basenpaar. Diese Basenpaarung wird auch als Watson-
Crick-Basenpaarung bezeichnet (Abbildung 1). Zwischen den einzelnen Basenpaaren finden
Basenstapelwechselwirkungen der pi-Systeme der Nucleobasen statt.
N
N
N
N N
DNA N
DNA
N
O
O
H
H
H N
N
N
N O
DNA N
DNA
N
O
N
H
N H
H
H
H
A                 T G                C
Abbildung 1: Strukturen der vier Nucleobasen und die Watson-Crick-Basenpaarung.
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Die Sequenz der Basen bildet die genetische Informationsebene der DNA. Eine zweite Ebe-
ne der Informationsspeicherung wird durch sequenzspezifische Methylierung der Nucleoba-
sen Adenin oder Cytosin erreicht. DNA-Methylierung kommt in den meisten Organismen
vor. Wa¨hrend in Sa¨ugetieren, wozu auch der Mensch geho¨rt, nur C5-Methylcytosin gebildet
wird, kommen in Bakterien und Archaeen auch N4-Methylcytosin und N6-Methyladenin
(Schema 1) vor.
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Schema 1: Methylierung von Adenin und Cytosin innerhalb von DNA durch DNA-MTasen.
Diese zusa¨tzliche Informationsebene wird z.B. bei der Unterscheidung von fremder und zell-
eigener DNA genutzt. In Sa¨ugetieren dient die DNA-Methylierung als epigenetischer Marker
zur Regulation der Genexpression (Benner & Fuks, 2006).
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A.2 DNA-Methyltransferasen
DNA-Methyltransferasen (DNA-MTasen) geho¨ren zu den wenigen Enzymen, die in
der Lage sind, die DNA kovalent zu modifizieren. Dabei wird die Methylgruppe
von S-Adenosyl-L-methionin (AdoMet, SAM, 1, Schema 1) sequenzspezifisch auf die
Zielbase u¨bertragen ( ¨Ubersicht: Jeltsch, 2002) und das demethylierte Cofaktor-Produkt
S-Adenosyl-L-homocystein (AdoHcy, SAH, 2) freigesetzt. Unterschieden werden C-DNA-
MTasen, die den Kohlenstoff in der 5-Position von Cytosin methylieren, von N-DNA-
MTasen, die die exocyclische Aminogruppe von Adenin oder Cytosin methylieren. Dazu
wird von der DNA-MTase die Zielbase aus der DNA-Doppelhelix herausrotiert und im ka-
talytischen Zentrum des Enzyms fixiert, so dass die Zielbase fu¨r die Methylgruppenu¨bertra-
gung optimal positioniert ist. Dieser Vorgang wird als Basenausklapp-Mechanismus (ba-
se flipping) bezeichnet ( ¨Ubersicht: Cheng & Roberts, 2001). Die Methylgruppe von
AdoMet (1), das ebenfalls im katalytischen Zentrum gebunden ist, kann dann leicht u¨bertra-
gen werden.
Viele bakterielle DNA-MTasen besitzen eine kognate, methylierungssensitive Restriktions-
endonuclease (REase), welche die gleiche Erkennungssequenz wie die DNA-MTase besitzt.
Durch Methylierung der Zielbase innerhalb der Erkennungssequenz ist die DNA vor Frag-
mentierung durch die kognate REase geschu¨tzt. Dieses System aus MTase und REase be-
zeichnet man als Restriktions/Modifikations-System (R/M-System). R/M-Systeme bilden
eine Art primitives Immunsystem. Die zelleigene DNA ist aufgrund der Methylierung durch
die DNA-MTase geschu¨tzt. Dringt nun fremde DNA in die Zelle ein, wird sie von der REase
fragmentiert, da meist kein Schutz durch Methylierung vorliegt (Wilson & Murray, 1991;
Bickle, 2004). Bakterien schu¨tzen sich auf diese Weise vor Bakteriophagen.
A.2.1 M.TaqI
M.TaqI ist eine DNA-Adenin-N6-MTase aus dem thermophilen Bakterium Thermus aqua-
ticus. Das Enzym ist aus 421 Aminosa¨uren aufgebaut und besitzt ein Molgewicht von ca.
48 kDa. Es katalysiert die Methylierung der exocyclischen Aminofunktion des Adenins in-
nerhalb der Zielsequenz 5′-TCGA-3′ (McClelland, 1981, die Zielbase ist fett hervorgeho-
ben). M.TaqI war die erste adeninspezifische DNA-MTase, deren dreidimensionale Struktur
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durch Ro¨ntgenkristallstrukturanalyse bestimmt werden konnte (Labahn et al., 1994). Durch
Kristallisation im Komplex mit einem Duplex-Oligodesoxynucleotid (Duplex-ODN) konn-
te der base flipping Mechanismus nachgewiesen werden (Goedecke et al., 2001). Damit ist
M.TaqI die am besten charakterisierte N-DNA-MTase.
A.2.2 M.TaqI Mutante V21G
Diese M.TaqI-Mutante unterscheidet sich vom Wildtyp-Enzym in der Aminosa¨uresequenz
an der Position 21. Bei M.TaqI befindet sich an dieser Stelle die Aminosa¨ure Valin. In der
M.TaqI-Mutante V21G ist diese Aminosa¨ure durch Glycin ersetzt. Die Aminosa¨ure befindet
sich im aktiven Zentrum des Enzyms. Anhand der Kristallstruktur von M.TaqI wird vermu-
tet, dass im Wildtyp der Raum oberhalb der Zielbase durch die Valin-Seitenkette ausgefu¨llt
wird und diese zur Fixierung der Zielbase im aktiven Zentrum beitra¨gt. Die Mutante V21G
besitzt an dieser Stelle mehr Raum und sollte somit im Vergleich zum Wildtyp (WT) ein
breiteres Spektrum an Substraten akzeptieren.
A.2.3 M.RsrI
Die DNA-Adenin-N6-MTase M.RsrI ist Bestandteil des R/M-Systems des Organismus Rho-
dobacter sphaeroides und katalysiert die Methylierung der exocyclischen Aminogruppe des
zweiten Adenins in der Erkennungssequenz 5′-GAATTC-3′. Sie ist aus 319 Aminosa¨uren
aufgebaut und besitzt ein Molekulargewicht von ca. 36 kDa. Ein base flipping Mechanismus
wird auch hier vermutet, konnte aber bis jetzt noch nicht nachgewiesen werden.
A.2.4 M.BseCI
Die DNA-Adenin-N6-MTase M.BseCI stammt aus dem Organismus Bacillus stearothermo-
philus (Rina & Bouriotis, 1993; Athanasiadis et al., 1997). Sie katalysiert die Methylie-
rung der exocyclischen Aminogruppe des zweiten Adenins in der Erkennungssequenz 5′-
ATCGAT-3′. Das Enzym ist aus 579 Aminosa¨uren aufgebaut und hat ein Molekulargewicht
von ca. 67 kDa.
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A.2.5 SspDam
SspDam ist eine DNA-Adenin-N6-MTase aus Salmonella spec. und katalysiert die Methy-
lierung der exocyclischen Aminogruppe des Adenins in der Sequenz 5′-GATC-3′. Dieses
Enzym besteht aus 238 Aminosa¨uren mit einem Molekulargewicht von ca. 32 kDa. Es wur-
de erstmals von P. Poot im Arbeitskreis kloniert und isoliert (Poot, 2004). Ein Unterschied zu
den anderen hier vorgestellten DNA-MTasen besteht darin, dass die SspDam nicht zu einem
R/M-System geho¨rt, sondern in der Zelle an der Genregulation beteiligt ist.
A.2.6 M.HhaI
M.HhaI ist eine DNA-Cytosin-C5-MTase. Sie stammt aus dem Organismus Haemophilus
haemolyticus, ist Bestandteil eines R/M-Systems und katalysiert die Methylierung der C5-
Position des ersten Cytosins in der Sequenz 5′-GCGC-3′. M.HhaI ist aus 327 Aminosa¨uren
aufgebaut und besitzt ein Molekulargewicht von ca. 37 kDa. Die Ro¨ntgenkristallstruktur-
analyse lieferte die erste dreidimensionale Struktur einer DNA-MTase (Cheng et al., 1993).
Durch Cokristallisation mit einem 13 bp langen Duplex-ODN konnte zum ersten Mal ein ba-
se flipping-Mechanismus fu¨r eine DNA-MTase nachgewiesen werden (Klimasauskas et al.,
1994).
A.2.7 M.SssI
Die DNA-Cytosin-C5-MTase M.SssI stammt aus Spiroplasma species Stamm MQ1. Sie
katalysiert die Methylierung der C5-Position des Cytosins in der Sequenz 5′-CG-3′. Das
Enzym besteht aus 386 Aminosa¨uren mit einem Molekulargewicht von ca. 44.3 kDa. Die
dreidimensionale Struktur konnte bisher noch nicht bestimmt werden.
A.2.8 M.HpaII
Die DNA-Cytosin-C5-MTase M.HpaII aus dem Organismus Haemophilus parainfluenzae
katalysiert die Methylierung der C5-Position des inneren Cytosins in der Sequenz 5′-CCGG-
3′. M.HpaII besitzt ein Molekulargewicht von ca. 40 kDa.
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A.3 S-Adenosyl-L-methionin
Seit der Entdeckung von AdoMet (1) 1953 durch Cantoni (Cantoni, 1953) hat sich gezeigt,
dass AdoMet (1) eines der am weitesten verbreiteten kleinen Biomoleku¨len ist. Es kommt
in prokaryotischen und eukaryotischen Zellen vor und ist an a¨hnlich vielen metabolischen
Vorga¨ngen beteiligt wie Adenosintriphosphat (ATP, Geller et al., 1997).
A.3.1 Funktion von AdoMet in biologischen Systemen
AdoMet (1) dient in biologischen Systemen als Donor fu¨r verschiedene chemische Grup-
pen. Der Cofaktor ist an Aminocarboxy- und Aminopropylierungen beteiligt, wird bei der
Erzeugung von stabilen 5′-Desoxyadenosyl-Radikalen beno¨tigt und ist der bedeutendste
Methylgruppendonor in biologischen Systemen (Cantoni, 1975). Diese chemische Vielfalt
ist in dem zentralen Sulfoniumzentrum begru¨ndet. Dieses aktiviert die benachbarten Koh-
lenstoffatome fu¨r nucleophile Angriffe und erleichtert den Bruch der jeweiligen Schwefel-
Kohlenstoff-Bindung (Schema 2).
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Schema 2: Struktur des Cofaktors AdoMet (1) und von AdoMet (1) u¨bertragene chemische
Gruppen.
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Die hohe Reaktivita¨t von AdoMet (1) liegt zumeist in der Bildung thermodynamisch sta-
bilerer Thioether nach ¨Ubertragung eines Substituenten begru¨ndet. Auch die Stereochemie
am Sulfoniumzentrum ist fu¨r die biologische Aktivita¨t wichtig. Nur das (S)-Epimer ist fu¨r
enzymkatalysierte Gruppenu¨bertragungsreaktionen relevant. Das (R)-Epimer kann sogar in-
hibierende Wirkung auf einige Methyltransferasen haben (Borchardt et al., 1976).
A.3.1.1 AdoMet (1) als Methylgruppendonor
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Schema 3: Enzymatische Reaktionen mit AdoMet (1) als Methylgruppendonor.
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Neben der schon oben beschriebenen Methylierung von DNA (A.1) kann die Methylgruppe
von AdoMet (1) auch von verschiedenen anderen MTasen auf die unterschiedlichsten Bio-
moleku¨le u¨bertragen werden. Dabei reicht die Palette an Zielmoleku¨len von Proteinen u¨ber
RNA bis hin zu keinen Biomoleku¨len (D’Alessio & Szyf, 2006; Kostic, 2004) (Schema 3).
Bei all diesen Reaktionen fungiert AdoHcy (2) als Abgangsgruppe.
Die Methylierung von Proteinen findet zumeist an spezifischen Lysin- oder Argininresten
statt und fu¨hrt zu Mono-, Di-, oder Trimethyllysin, Methylarginin sowie symmetrisch oder
unsymmetrisch methyliertem Dimethylarginin (Schema 3). Zusammen mit anderen Modi-
fizierungen, wie z.B. Ubiquitinierung, Acetylierung oder Phosphorylierung, hat die Methy-
lierung von Histon-Proteinen Einfluss auf die Chromatin-Struktur und ist damit direkt an
der Aktivierung oder Repression der Transkription beteiligt (Benner & Fuks, 2006; Strahl &
Allis, 2000; Zhang & Reinberg, 2001; Margueron et al., 2005).
RNA wird entweder an der 2’-Hydroxygruppe (Schema 3) oder an den Nucleobasen methy-
liert, wobei verglichen mit DNA eine breitere Auswahl an Positionen an den Nucleobasen
modifiziert wird (Bjo¨rk et al., 1987). Zum Beispiel ist die Methylierung der N7-Position von
Guanosin in ribosomaler RNA (rRNA) an der Resistenz von Bakterien gegen aminoglyosid-
basierte Antibiotika beteiligt (Liou et al., 2006). 2’-Hydroxymethylierung fu¨hrt z.B. zur Bil-
dung von 5-Methylcarboxymethyluridin-2’-O-methylribose in transfer-RNA (tRNA). Diese
Methylierung hat Einfluss auf die sekunda¨r- und tertia¨r-Struktur der tRNA und ist wichtig
fu¨r den Einbau von Selenocystein in Proteine (Carlson et al., 2005).
Der Transfer der Methylgruppe von AdoMet (1) auf eine der phenylischen Hydroxylgrup-
pen von biologisch aktiven Catecholen durch die Catechol-O-Methyltransferase (COMT) ist
der erste Schritt in dem Abbau dieser Wirkstoffe. Das macht die Regulierung der COMT zu
einem interessanten pharmakologischen Ziel, da die Katabolisierung von Neurotransmittern,
die auf Catecholderivaten basieren, ein wichtiger therapeutischer Ansatz in der Behandlung
von Parkinson darstellt (Kostic, 2004; Paulini et al., 2006).
Cyclopropan-Fettsa¨uren (CFA) finden sich in den Membranen einer Vielzahl von proka-
ryotischen Zellen, aber auch in eukariotischen Zellen. Sie werden von der CFA-Syntethase
aus ungesa¨ttigten Fettsa¨uren hergestellt und die Methylengruppe stammt aus AdoMet (1) .
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Lo¨scht man das korrespondierende Gen fu¨r die CFA-Synthetase im Genom von Mycobacte-
rium tubercolosis aus, fu¨hrt das zu einem Verlust der Persistenz und einer Verminderung der
Virulenz. Inhibitoren fu¨r dieses Enzym ko¨nnten also neue Antibiotika darstellen (Guinavarch
et al., 2006).
A.3.1.2 AdoMet (1) als Aminocarboxypropylgruppendonor
Die Aminosa¨ure-Seitenkette von AdoMet (1) wird in den verschiedensten Biotransformatio-
nen eingesetzt. In tRNA findet man 3-(3-Amioncarboxypropyl)uridin, das durch die enzyma-
tische ¨Ubertragung der 3-Aminocarboxypropyl-Gruppe von AdoMet (1) auf das N3-Atom
von Uridin entsteht (Nishimura et al., 1974).
N-Acylhomoserinlactone (AHL) werden in Bakterien synthetisiert und als Botenstoffe aus-
geschieden, um die Genexpression einer Population zu koordinieren. Diese Botenstoffe wer-
den von der AHL-Synthetase hergestellt, die die Acylierung der Aminogruppe der Ami-
nosa¨ure Seitenkette von AdoMet (1) katalysiert. Darauf folgt ein intramolekularer An-
giff der Carboxylgruppe auf das γ-C-Atom in Nachbarschaft zum Sulfoniumzentrum von
AdoMet (1) , woraus die Lactonbildung resultiert. 5′-Methylthioadenosin (MTA) fungiert
als Abgangsgruppe (Val & Cronan, 1998; Watson et al., 2002).
Nicotinamid wird aus drei AdoMet (1) Moleku¨len synthetisiert und kommt in allen ho¨her-
en Pflanzen vor (Noma & Noguchi, 1976; Takahashi et al., 2003). Die Nicotinamid-
Synthetease katalysiert sowohl die Azetidinringbildung als auch die Fusion von drei 1-
Amino-1-carboxypropylgruppen, die fu¨r die Synthese von Nicotinamid no¨tig sind (Herbik
et al., 1999; Higuchi et al., 1999; Ling et al., 1999).
Eine andere Gruppe von Biomoleku¨len, die mit Hilfe von AdoMet (1) synthetisiert werden
sind Polyamine. In einem ersten Schritt wird AdoMet (1) von der AdoMet-Decarboxylase
decarboxyliert. Dann wird die Aminopropylgruppe auf Putrescin transferiert, wodurch Sper-
midin entsteht. Wird eine weitere Aminopropylgruppe auf Spermidin u¨bertragen, erha¨lt man
Spermin. Diese Polyamine sind weit verbreitet und spielen als kationische Mediatoren in
der Zelldifferenzierung und der Zellvermehrung eine Rolle (Goyns, 1982; Tabor & Tabor,
1984b; Pegg, 1986).
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A.3.1.3 AdoMet (1) als Adenosylgruppendonor
Bisher sind nur wenige natu¨rlich vorkommende fluorhaltige Verbindungen bekannt. Ein erst
vor kurzem identifiziertes Enzym namens Fluorinase katalysiert die nucleophile Substitution
von L-Methionin in AdoMet (1) mit einem Fluorid-Ion. Das Produkt dieser Reaktion ist 5′-
Desoxy-5′-fluoroadenosin (O‘Hagan et al., 2002; Schaffrath et al., 2003; Dong et al., 2004).
A.3.1.4 AdoMet (1) als Adenosylradikalquelle
Die Enzyme, die AdoMet (1) als Radikalquelle nutzen, sind in der radical-SAM-
Superfamilie zusammengefasst und repra¨sentieren eine Klasse von Enzymen, die Schwefel-
Eisen-Cluster enthalten (Sofia et al., 2001). Ro¨ntgenstrukturanalysen von Coproporphyrino-
gen III-Oxidase und Biotin-Synthetase haben gezeigt, dass AdoMet (1) u¨ber seine Amino-
und Carboxyfunktionen an eine freie Koordinationsstelle im Schwefel-Eisen-Cluster bindet
und so das Sulfoniumzentrum in direkte Na¨he des Clusters positioniert wird (Layer et al.,
2003; Berkovich et al., 2004). Ein Ein-Elektron-Transfer zu AdoMet (1) fu¨hrt zur homoly-
tischen Spaltung der Schwefel-5’-Kohlenstoff-Bindung. Daraus resultiert L-Methionin und
ein 5’-Desoxyadenosyl-Radikal. Dieses Radikal abstrahiert dann ein Wasserstoffatom von
einem Substrat wodurch ein freies Radikal und 5’-Desoxyadenosin entstehen. Diese freien
Radikale sind an vielen Prozessen in der Zelle beteiligt (Walsby et al., 2005). Zum Beispiel
katalysiert die Biotin-Synthetase den letzten Schritt der Biotin-Biosythese, die Insertion des
Schwefels zwischen C6 und C9 von Dethiobiotin (Jarrett, 2005).
A.3.2 Medizinische Bedeutung
Die Vielseitigkeit von AdoMet (1) und seine Einbindung in metabolische Prozesse machen
es fu¨r pharmazeutische Anwendungen interessant. Bei krankhaften Vera¨nderungen im Zen-
tralnervensystem wird ein therapeutischer Effekt von AdoMet (1) beschrieben. Krankheiten
wie Alzheimer, Parkinson, Demenz und Depression stehen dabei im Mittelpunkt des Inter-
esses (Smythies et al., 1997). AdoMet (1) wird auch schon als anti-Depressivum eingesetzt
(Bressa, 1994). Außerdem ist es an der Bildung von Polyaminen beteiligt, die direkt mit einer
Aktivierung von Lymphozyten verbunden ist. ¨Uber diesen Mechanismus ist eine therapeuti-
sche Wirkung von AdoMet (1) bei Immun- und Autoimmunerkrankungen wie rheumatischer
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Arthritis und AIDS mo¨glich (Di Padova, 1987; Colombatto et al., 1989; Wolos et al., 1990;
Geller et al., 1997). Der Hauptmetabolisierungsort von AdoMet (1) ist die Leber. Bei Erkran-
kungen in diesem Organ durch akute oder chronische Alkohol-Intoxikation wurden abnor-
male Konzentrationen fu¨r AdoMet (1) festgestellt. In Studien an Pavianen wurde durch Gabe
von AdoMet (1) eine Linderung von alkoholverursachten Leberscha¨den beobachtet (Lieber
et al., 1990).
A.3.3 Enzymatische Synthese von AdoMet
In der Natur wird S-Adenosyl-L-methionin (1) aus L-Methionin (Met) und Adenosintriphos-
phat (ATP) synthetisiert (Schema 4). Diese Reaktion wird von der Methionin-Adenosyl-
Transferase (MAT, alternative Bezeichnung SAM-Synthetase, EC 2.5.1.6) katalysiert (Mark-
ham et al., 1980). MAT za¨hlt zu den fu¨r die Entstehung von Leben unbedingt notwendigen
Enzymen. Es kommt in Bakterien, Archaeen, Pilzen, Pflanzen und Sa¨ugetieren, meist in
Form mehrerer Isozyme, vor (Tabor & Tabor, 1984a). Fu¨r die AdoMet-Synthese im Labor
werden MAT-Enzyme aus Bakterien und Pilzen eingesetzt, die relativ leicht und in ausrei-
chenden Mengen zuga¨nglich sind. Fu¨r die Arbeit mit dem isolierten Enzym hat sich die MAT
aus E. coli (eMAT) als besonders geeignet erwiesen.
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Schema 4: Enzymatische Synthese des Cofaktors AdoMet (1). Der Triphosphatrest von ATP
wird nach nucleophiler Substitution zu Pyrophosphat (PPi) und Phosphat (Pi) hydrolysiert.
Allerdings kommt es beim Einsatz von eMAT zur Synthese von AdoMet (1) zu einer Pro-
duktinhibition durch AdoMet (1). Diese bewirkt den Abbruch der Reaktion, wenn die Kon-
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zentration von AdoMet (1) u¨ber 1 mM steigt. Durch Zugabe von Natriumtosylat (Park et al.,
1996) wurde die Produktinhibition unterdru¨ckt und AdoMet (1) konnte erstmals in gro¨ße-
ren Mengen hergestellt werden. Allerdings wurde dadurch auch die Neigung des Enzyms
zur Pra¨zipitation erho¨ht. Der genaue Wirkmechanismus dieser und anderer Zusa¨tze ist noch
unbekannt.
A.3.4 Chemische Synthese von AdoMet
Chemische Synthesen von AdoMet (1) basieren gewo¨hnlich auf der Methylierung von
S-Adenosyl-L-homocystein (2) mit Methyliodid unter verschiedenen Reaktionsbedingun-
gen. Ameisensa¨ure als Lo¨sungsmittel erlaubt die regioselektive Alkylierung des Schwefels,
da alle anderen nucleophilen Zentren durch Protonierung geschu¨tzt sind. Allerdings konkur-
riert bei Reaktionszeiten von mehreren Tagen der Zerfall des Cofaktors mit der Bildungs-
reaktion. Das Epimerenverha¨ltnis liegt dabei bei 40% (S)-Epimer zu 60% (R)-Epimer, die
Gesamtausbeute bei 69-87% (Borchardt et al., 1976; Matos et al., 1987). Die Epimerentren-
nung erfolgte durch Hochleistungsflu¨ssigkeitschromatographie (HPLC). Der Versuch, ein
gu¨nstigeres Epimernverha¨ltnis durch den Einsatz von Trimethylsulfoniumiodid als Alky-
lierungsmittel zu erreichen, ging mit einem drastischen Ausbeuteverlust einher (Borchardt
et al., 1976; Matos et al., 1987).
A.4 AdoMet-Analoga
A.4.1 Enzymatische Synthese von AdoMet-Analoga
Auf enzymatischem Weg wurden verschiedene Analoga von AdoMet (1) synthetisiert.
Ausgehend von Seleno- und Telluro-Methionin konnten die AdoMet-Analoga Se-AdoMet
und Te-AdoMet dargestellt werden (Iwig & Booker, 2004). Se-AdoMet ist instabiler als
AdoMet (1), aber auch ein besseres Alkylierungsmittel. Te-AdoMet hingegen zerfa¨llt fast
gar nicht und zeigt bei der enzymatischen Reaktion auch kaum eine Umsetzung (Iwig &
Booker, 2004). Des weiteren wurden AdoMet-Derivate mit Vera¨nderungen im Nucleosidteil
(Markham et al., 1980; Dalhoff, 1999) auf enzymatischem Weg dargestellt.
Andere AdoMet-Analoga mit Vera¨nderungen im Aminosa¨ureteil wurden dadurch darge-
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stellt, dass ein Dipeptid mit einem N-terminalen Methionin statt Methionin in der Syn-
these mit eMAT eingesetzt wurde. Diese Cofaktor-Analoga haben eine ho¨here Stabilita¨t
als AdoMet (1), da einer der Hauptzerfallswege von AdoMet, die Bildung von α-Amino-
γ-butyrolacton durch Angriff des Carboxylat-Sauerstoffs der Methioninseitenkette auf den
γ-Kohlenstoff unterdru¨ckt wird (Dalhoff, 2005).
Mehrere MAT-Varianten akzeptieren L-Ethionin als Substrat und setzen dieses zu S-
Adenosyl-L-ethionin (AdoEth, 3) um, wobei die katalytische Aktivita¨t geringer ist als bei
der Umsetzung von L-Methionin (Parks, 1958; Schlenk et al., 1959). Die Aktivita¨t wird bei
den ho¨heren Homologen immer geringer. Die Umsetzung von L-Propionin zu S-Adenosyl-
L-propionin (AdoProp, 4) ist nur noch mit einem speziellen Bakterienstamm erfolgreich
(Schlenk & Dainko, 1975). Bei der Synthese des n-Butyl-Analogons ist die Ausbeute so
gering, dass sie als nicht gesichert gilt und das isopropyl-Analogon wird gar nicht gebildet.
Weitere Cofaktor-Analoga mit mehr als drei Kohlenstoffen oder mit verzweigten Seitenket-
ten anstatt der Methylgruppe konnten bisher auf enzymatischem Weg nicht erhalten werden.
A.4.2 Chemische Synthese von AdoMet-Analoga
Die Vielseitigkeit der metabolischen Prozesse, an denen AdoMet-abha¨ngige MTasen betei-
ligt sind, fu¨hrte auch dazu, dass verschiedenste AdoMet-Analoga synthetisiert wurden, die
teilweise auch als Substrate fu¨r MTasen fungieren.
A.4.2.1 Aza-Analoga von AdoMet
Die Azadesthio-Analoga AzaAdoMet und MeAzaAdoMet, die anstelle des Sulfonium-
zentrums einen Stickstoff tragen, konnten durch Alkylierung von 5′-Methylamino-5′-
desoxyadenosin synthetisiert werden (Thompson et al., 1996, 1999).
Durch Substitution der Tosylatgruppe von 5′-Tosyladenosin mit Aziridin gelang die
Darstellung von N-Adenosylaziridin (Az, Pignot et al., 1998). Setzt man Az in einer
DNA-MTase-katalysieren Reaktion mit DNA um, erfolgt anstelle der natu¨rlichen Methyl-
gruppenu¨bertragung mit AdoMet (1) eine ¨Offnung des Aziridinringes und der gesamte
Cofaktor wird kovalent an die DNA gebunden. In der Folge wurden verschiedene Analoga
von Az synthetisiert (Abbildung 2), die am Adeninteil u¨ber Linker gebundene Gruppen,
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z.B. Biotin, tragen und die fu¨r die sequenzspezifische Markierung von DNA geeignet
sind. Diese Methode zur sequenzspezifischen ¨Ubertragung von Marker-Gruppen auf DNA
nennt sich SMILing DNA (Sequenzspezifisches Methyltransferase-Induziertes Labeling
von DNA). Die Aziridin-Analoga haben allerdings den Nachteil, dass sie die Freisetzung
des Produktes aus dem DNA-Enzym-Komplex behindern. Dadurch kann die MTase nur
eine Kupplungsreaktion katalysieren und ist dann blockiert. Die DNA kann nur durch
Denaturierung oder enzymatische Fragmentierung der MTase aus dem Komplex befreit
werden (Pljevaljcic, 2002; Pljevaljcic et al., 2003, 2004; Schmidt, 2004).
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Abbildung 2: Struktur des AdoMet-Analogons N-Adenosylaziridin (Az) und verschiedener
Derivate mit Biotin als Marker-Gruppe.
A.4.2.2 Analoga mit verla¨ngerter aliphatischer Seitenkette
Die chemische Synthese von AdoMet-Analoga, die anstelle der Methylgruppe verla¨ngerte
Seitenketten tragen, gelang durch Umsetzung von AdoHcy (2) mit ho¨heren Alkyliodiden
nicht (Matos et al., 1987). Die Synthesen wurden zuna¨chst nicht weiter verfolgt. In ju¨ngster
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Zeit konnten die AdoMet-Analoga AdoEth (3) und AdoProp (4) in guten Ausbeuten darge-
stellt werden, indem statt der entsprechenden Alkyliodide die Trifluormethylsulfonsa¨ureester
der entsprechenden Alkohole als Alkylierungsmittel eingesetzt wurden (Schema 5, Dalhoff,
2005). Allerdings zeigt sich, dass die Aktivita¨t der AdoMet-Analoga in der enzymatischen
Umsetzung mit DNA-MTasen so gering ist, dass eine Darstellung von AdoMet-Analoga mit
mehr als drei aliphatischen Kohlenstoffen in der Seitenkette nicht sinnvoll erscheint (Dal-
hoff, 2005).
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Schema 5: Synthese der AdoMet-Analoga 3 und 4 mit verla¨ngerter aliphatischer Seitenket-
te.
A.4.2.3 Prinzip der Doppelaktivierung
Durch den Einbau einer C-C-Mehrfachbindung in β-Stellung zum Sulfoniumzentrum wird
der α-Kohlenstoff fu¨r einen nucleophilen Angriff zusa¨tzlich zum Sulfoniumzentrum akti-
viert. Diese doppelte Aktivierung wird dadurch hervor gerufen, dass der ¨Ubergangszustand
der enzymatisch katalysierten, nucleophilen Substitution durch die pi-Systeme stabilisiert
wird: Im ¨Ubergangszustand der nucleophilen Substitution a¨ndert sich die Hybridisierung
des angegriffenen α-C-Atoms von sp3 nach sp2. Durch ¨Uberlappung mit dem bindenden pi-
Orbital des ungesa¨ttigten Systems in β-Stellung wird der ¨Ubergangszustand stabilisiert und
somit die Reaktion beschleunigt (Schema 6, Dalhoff et al., 2006).
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Schema 6: Prinzip der Doppelaktivierung am Beispiel von AdoPropen (5) .
AdoPropen (5) wurde durch Umsetzung von Allylbromid mit AdoHcy (2) hergestellt. Die
Synthese der AdoMet-Analoga mit einer Doppelaktivierung erfolgte analog zu den AdoMet-
Analoga 3 und 4 durch Umsetzung der entsprechenden Trifluormethylsulfonsa¨ureester mit
AdoHcy (2). Auf diese Weise konnten die AdoMet-Analoga AdoPropin (6), AdoButin (7)
und AdoPentin (8) synthetisiert werden. (Schema 7, Dalhoff, 2005).
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Schema 7: Synthese der AdoMet-Analoga 5-8 mit verla¨ngerter ungesa¨ttigter Seitenkette.
Die Synthese von AdoMet-Analoga mit Mehrfachbindungen in der Seitenkette stellt einen
ersten Schritt bei der Synthese von SMILing-Reagenzien der na¨chsten Generation dar. Diese
AdoMet-Analoga zeigen eine zufriedenstellende katalytische Aktivita¨t mit DNA-MTasen
und blockieren dabei nicht die Freisetzung des Produktes. Das Enzym kann also mehrere
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Katalysezyklen durchlaufen. Sie habe nur teilweise den Nachteil, dass sie etwas instabil
sind, was den Umgang mit diesen Substanzen erschwert ((Dalhoff, 2005)).
A.4.2.4 mTAG
Als na¨chsten Schritt wird nun die Einfu¨hrung einer funktionellen Gruppe in die Seitenkette
der AdoMet-Analoga angestebt, um damit eine reaktive funktionelle GRuppe auf die DNA
u¨bertragen zu ko¨nnen. Diese kann dann in einem zweiten Schritt mit einem Markermoleku¨l
umgesetzt werden, um damit die DNA sequenzspezifisch zu modifizieren. Mit dem AdoMet-
Analogon AdoGABANH2 (9) gelingt es Lukinavicius et al. (2007) diesen Ansatz durch-
zufu¨hren. Dieses AdoMet-Analogon beinhaltet in der Seitenkette eine C-C-Dreifachbindung
in β-Stellung zum Sulfoniumzentrum zur Doppelaktivierung und eine terminale Aminogrup-
pe (Abbildung 3, Lukinavicius et al., 2007). Nach enzymatischer ¨Ubertragung der Seiten-
kette auf DNA kann die Animogruppe mit Aktivestern von Markergruppen wie Biotin oder
Fluorophopren markiert werden. Diese Methode zur sequenzspezifischen Markierung von
DNA wurde methyltransferase-directed Transfer of activated groups (mTAG) genannt. Diese
Methode wird von Neely et al. (2010) angewendet, um DNA mit M.HhaI und dem AdoMet-
Analogon Ado-11-amino (10) zu modifizieren und im na¨chsten Schritt mit Fluoreszenz-
Markern zu versehen (Abbildung 3, Neely et al., 2010).
A.4.2.5 Keto-AdoMet
Da die Doppelaktivierung durch ein pi-System in β-Stellung zum Sulfoniumzentrum er-
folgt (Abschnitt A.4.2.3) wird versucht, AdoMet-Analoga zu synthetisieren, die keine C-
C-Mehrfachbindung, sondern eine C-O-Doppelbindung an entsprechender Stelle in der Sei-
tenkette tragen. Lee et al. (2010) gelingt es durch die Synthese von Keto-AdoMet (11) einen
Vertreter dieser Klasse von AdoMet-Analoga darzustellen (Abbildung 4, Lee et al., 2010).
Die Ketogruppe wird dann in einem zweiten Schritt mit Hydroxylaminen oder Hydrazinen
von Markergruppen markiert (Lee et al., 2010).
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Abbildung 3: AdoMet-Analoga AdoGABANH2 9 und Ado-11-Amino 10.
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Abbildung 4: AdoMet-Analogon Keto-AdoMet (11).
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B Zielsetzung
Die bisher existierenden Cofaktoren fu¨r DNA-MTasen besitzen eine C-C-Dreifachbindung
in β-Stellung zum Sulfoniumzentrum, deren sterischer Anspruch durch die eingeschra¨nkte
Flexibilita¨t gro¨ßer ist, als z. B. bei Cofaktoren mit einer C-C-Doppelbindung in β-Stellung
zum Sulfoniumzentrum. Zudem haben die bekannten Cofaktoren alle eine Aminogruppe als
weitere funktionelle Gruppe am Ende der Seitenkette. Das schra¨nkt den Anwendungsbereich
dieser Cofaktoren ein, da in vielen Biomoleku¨len ebenfalls freie Aminogruppen enthalten
sind, die in der nachfolgenden Modifikation zu unerwu¨nschten Nebenreaktionen mit der
Reportergruppe fu¨hren ko¨nnen. Das hat zur Folge, dass der Vorteil der Sequenzspezifita¨t der
MTase-katalysierten Reaktion verloren geht.
Ziel der Arbeit ist es daher, die bestehende Bibliothek an AdoMet-Analoga mit funktio-
nalisierten Seitenketten durch solche AdoMet-Analoga zu erweitern, die diese Nachteile
nicht aufweisen. Diese Erweiterung soll durch die Synthese von Cofaktoren mit einem
aromatischen System zur Doppelaktivierung und durch Synthese von Cofaktoren mit
einer C-C-Doppelbindung in β-Stellung zum Sulfoniumzentrum erreicht werden. Diese
Cofaktoren sollen als weitere Funktionalita¨t eine Gruppe tragen, deren Bioorthogonalita¨t
unerwu¨nschte Nebenreaktionen der modifizierten Substrate mo¨glichst ausschließt.
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C Ergebnisse und Diskussion
C.1 Synthese und Eigenschaften von AdoMet-Analoga mit
benzylischen Seitenketten
Vorhergehende Arbeiten haben gezeigt, dass AdoMet-Analoga mit einer gegenu¨ber dem
natu¨rlichen Cofaktor AdoMet (1) verla¨ngerten aliphatischen Seitenkette von DNA-MTasen
so gut wie gar nicht als Substrate akzeptiert werden (Dalhoff, 2005). Die Reaktivita¨t
der AdoMet-Analoga konnte wieder erho¨ht werden, indem in der Seitenkette eine C-
C-Doppel- oder eine C-C-Dreifachbindung in β-Stellung zum Sulfoniumzentrum einge-
baut wurde (Dalhoff, 2005, Schema6). Eine Doppelaktivierung durch Einbau von Benzyl-
Derivaten ist ebenfalls denkbar. Dabei stellt sich die Frage, in welchem Maße die Reakti-
vita¨t erho¨ht wird und ob die AdoMet-Analoga trotz des gro¨ßeren sterischen Anspruchs des
aromatischen Restes von DNA-MTasen als Substrat akzeptiert werden. Zuna¨chst soll daher
das AdoMet-Analogon mit einem unsubstituierten Benzyl-Rest synthetisiert und in DNA-
MTase-katalysierten Reaktionen getestet werden.
C.1.1 Synthese und Charakterisierung von AdoBenz
C.1.1.1 Synthese von AdoBenz
Die Synthese von 5′-[(S-[(3S)-3-Amino-3-carboxypropyl]benzylsulfonio]-5′-desoxyadeno-
sin (AdoBenz, 12) erfolgt in Anlehnung an die Synthese von AdoPropen 5 (Dalhoff, 2005)
durch Alkylierung von AdoHcy (2) mit Benzylbromid (Schema 8). Benzylbromid ist reaktiv
genug, um eine direkte Alkylierung von AdoHcy (2) zu bewirken. Als Lo¨sungsmittel wird
ein Gemisch aus Ameisensa¨ure und Essigsa¨ure eingesetzt, wodurch alle nucleophilen Zen-
tren im Moleku¨l mit Ausnahme des Schwefels protoniert und somit in situ geschu¨tzt werden.
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Schema 8: Synthese von AdoBenz (12) durch Benzylierung von AdoHcy (2) mit Benzylbro-
mid.
Da Benzylbromid nicht gut in dem als Lo¨sungsmittel verwendeten Amei-
sensa¨ure/Essigsa¨ure-Gemisch lo¨slich ist, wird zuna¨chst getestet, ob die Reaktion
auch phasengrenzenu¨bergreifend abla¨uft. Dazu wird AdoHcy (2) gelo¨st im Amei-
sensa¨ure/Essigsa¨ure-Gemisch, unter Lichtausschluss und heftigem Ru¨hren mit Benzyl-
bromid umgesetzt. Es werden nach verschiedenen Zeiten Proben entnommen und durch
Kationenaustauscher-HPLC analysiert (Abbildung 5). Man erkennt, dass die Produktmenge
nach 5 h maximal ist.
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Abbildung 5: Zeitverlauf der Synthese von AdoBenz (12).
Es zeigt sich, dass AdoHcy (2) nach 5 h zu 54% zu AdoBenz (12) umgesetzt wird. Nach Auf-
reinigung durch reversed phase HPLC erha¨lt man das AdoMet-Analogon in einer isolierten
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Ausbeute von 47.5% . Allerdings ist es so nicht mo¨glich, die Epimere am Sulfoniumzentrum
zu trennen. Durch Kationenaustauscher-HPLC kann jedoch das Epimerenverha¨ltnis mit 48%
(S)-Epimer zu 52% (R)-Epimer bestimmt werden. Dabei wird, in Analogie zu AdoMet (1),
das zuerst eluierende Epimer der S-Konfiguration am Schwefel zugeordnet. Das Verha¨ltnis
beider Epimere muss beru¨cksichtigt werden, da nur das (S)-Epimer biologisch aktiv sein
sollte. Das Produkt wird mittels 1H-NMR und ESI-MS analysiert. Anhand der der chemi-
schen Verschiebungen und der Masse (m/z = 475, [M]+) wird das Produkt als AdoBenz (12)
identifiziert.
C.1.1.2 Synthese und Charakterisierung von AdoBenz4Me
Diese Methylgruppe u¨bt einen positiven induktiven Effekt auf den Aromaten aus und sollte
somit die Reaktivita¨t noch weiter erho¨hen. Gleichzeitig hat sich gezeigt, dass eine para-
Substitution am Besten toleriert wird und somit die para-Position die erste Wahl zum An-
bringen einer weiteren Funktionalita¨t darstellt (Macherey, 2005).
C.1.1.3 Synthese von AdoBenz4Me
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Schema 9: Synthese von AdoBenz4Me (13) durch Methylbenzylierung von AdoHcy (2) .
Zur Synthese wird das entsprechende para-Methylbenzylbromid in Amei-
sensa¨ure/Essigsa¨ure mit AdoHcy (2) umgesetzt (Schema 9). Wie Benzylbromid lo¨st
sich 4-Methylbenzylbromid nicht vollsta¨ndig und es stellt sich heraus, dass eine Reak-
tion in Suspension hier nur sehr geringe Ausbeuten (<10%) liefert. Durch Hinzufu¨gen
einer geringen Menge THF (5 Vol.-%) kann man die Lo¨slichkeit stark verbessern, so
dass man eine einphasige Lo¨sung erha¨lt. Anhand der Reaktions-Zeitverla¨ufe (Abbil-
dung 6) wird die optimale Reaktionszeit ermittelt. Der optimierte, pra¨parative Ansatz
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zu AdoBenz4Me (13) wird nach 3 h mit Wasser gestoppt. Reinigung mittels reversed
phase HPLC liefert AdoBenz4Me (13) mit 61,6% Ausbeute. Auch hier ist eine Trennung
der Epimere am Sulfoniumzentrum mittels reversed phase HPLC nicht mo¨glich. Durch
Kationenaustauscher-HPLC nach der Aufreinigung kann das Epimerenverha¨ltnis als 45%
(S)-Epimer zu 55% (R)-Epimer bestimmt werden. Das Produkt wird durch 1H-NMR und
ESI-MS analysiert. Aufgrund der chemischen Verschiebungen und der Moleku¨lmasse
(m/z = 489, [M]+) wird die Substanz als AdoBenz4Me (13) charakterisiert.
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Abbildung 6: Zeitverlauf der Synthese von AdoBenz4Me (13).
C.1.2 M.TaqI-katalysierte ¨Ubertragung der Methylbenzylgruppen auf
das kurze Duplex-ODN I·II
Zur Analyse der enzymatisch katalysierten Reaktion wird Duplex-ODN I·II (fu¨r die Sequenz
s. Abschnitt E.1.2) mit M.TaqI oder der Mutante M.TaqI V21G und AdoBenz4Me (13)
inkubiert. Das Duplex-ODN I·II entha¨lt insgesamt drei Adeninreste, von denen aber nur
eines unmodifiziert in der TCGA-Erkennungssquenz vorliegt. Der andere Adeninrest in der
palindromischen Zielsequenz ist bereits methyliert und der dritte Adeninrest liegt außerhalb
der Zielsequenz. Dadurch kann festgestellt werden, ob die Modifikation sequenzspezifisch
erfolgt. Bei einer sequenzspezifischen Modifikation sollte nur der unmodifizierte dA-Rest
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innerhalb der Zielsequenz vera¨ndert werden. Zudem kann durch anschließende Fragmen-
tierung der DNA in die einzelnen Nucleoside festgestellt werden, ob die Modifikation
quantitativ erfolgt. Dazu wird die DNA mit Cofaktor und DNA-MTase u¨ber Nacht bei
37◦C inkubiert. Die enzymatisch modifizierte DNA wird isoliert und mit Nuclease P1 und
Alkalischer Phosphatase fragmentiert. Man erha¨lt die einzelnen Nucleoside, die dann durch
reversed phase HPLC getrennt und quantifiziert werden (Tabelle 1).
Tabelle 1: Nucleosidzusammensetzung des Duplex-ODN I·II vor und nach Umsetzung mit
den benzylierten AdoMet-Derivaten 12 und 13 durch M.TaqI (oben) und M.TaqI V21G (un-
ten). In eckigen Klammern steht die erwartete Anzahl der entsprechenden Nucleoside. Die
Extinktionskoeffizienten der modifizierten dA werden als identisch angenommen.
M.TaqI
Nucleosid Retentionszeit ODN I·II ODN IBenz·II ODN I4MeBenz·II
dC 10.2 min 11.7 [11] 11.3 [11] 11.5 [11]
dG 13.5 min 11.1 [11] 11.0 [11] 10.8 [11]
dT 15.5 min 2.7 [3] 3.0 [3] 2.9 [3]
dA 20.2 min 1.4 [2] 0.8 [1] 0.9 [1]
dAMe 29.2 min 1.0 [1] 1.0 [1] 0.9 [1]
dABenz 34.3 min – [–] 0.9 [1] – [–]
dA4MeBenz 34.7 min – [–] – [–] 0.9 [1]
M.TaqI V21G
Nucleosid Retentionszeit ODN I·II ODN IBenz·II ODN I4MeBenz·II
dC 10.2 min 11.7 [11] 11.2 [11] 11.5 [11]
dG 13.5 min 11.1 [11] 10.9 [11] 10.6 [11]
dT 15.5 min 2.7 [3] 3.0 [3] 3.0 [3]
dA 20.2 min 1.4 [2] 0.9 [1] 0.9 [1]
dAMe 29.2 min 1.0 [1] 1.1 [1] 1.0 [1]
dABenz 34.3 min – [–] 1.0 [1] – [–]
dA4MeBenz 34.7 min – [–] – [–] 0.9 [1]
C.1.3 UV-spektroskopischer Aktivita¨tstest mit AdoBenz und Ado-
Benz4Me
Die UV-Absorptionsspektren von dA und dAMe zeigen eine Verschiebung des UV-
Absorptionsmaximums von λ = 254 nm nach λ = 265 nm. In Duplex-ODN ist ebenfalls
eine unterschiedliche UV-Absorption zu beobachten. Der gro¨ßte Signalunterschied wird
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bei λ = 290 nm gefunden (Poot, 2004). Dies ermo¨glicht die kontinuierliche Beobachtung
des Reaktionsfortschritts der DNA-Methylierung durch Adenin-spezifische DNA-MTasen
im Zusammenspiel mit AdoMet (1). Fu¨r die entsprechende Benzylierungsreaktion mit
M.TaqI und AdoBenz (12) bzw. AdoBenz4Me (13) wird ebenfalls eine Signala¨nderung be-
obachtet. Aus den Anfangsgeschwindigkeiten der Benzylierungsreaktion bei verschiedenen
Cofaktor-Konzentrationen ko¨nnen die Michaelis-Menten-Konstante KM und die katalytische
Umsatzzahl der Reaktion kkat berechnet werden (Gleichung s. Anhang).
Zur Beurteilung der Reaktivita¨t von AdoBenz (12) und AdoBenz4Me (13) werden die KM
und kkatWerte von M.TaqI und M.TaqI V21G fu¨r beide AdoMet-Analoga bestimmt. Die
Messungen werden mit dem kurzen Duplex-ODN I·II durchgefu¨hrt. In der selbstkomple-
menta¨ren M.TaqI-Zielsequenz liegt das Zieladenin des unteren Stranges bereits methyliert
vor. Somit kann M.TaqI nur eine Benzylgruppe pro DNA-Duplex u¨bertragen. Da bei der
pra¨parativen Reinigung von AdoBenz (12) und AdoBenz4Me (13) keine Epimerentrennung
erreicht werden kann, wird das Epimerengemisch in den Messungen eingesetzt. Die
angegebenen Konzentrationen beziehen sich ausschließlich auf das aktive (S)-Epimer. Die
Messungen werden bei 37◦C mit Konzentrationen von 3 µM bis 300 µM an AdoBenz (12)
oder AdoBenz4Me (13) (jeweils bezogen auf das S-Epimer) durchgefu¨hrt. Die Konzen-
trationen an Duplex-ODN I·II und Enzym werden konstant gehalten. Die Reaktion wird
durch Enzymzugabe gestartet und der Zeitverlauf der UV-Absorption gemessen. Die
Anfangssteigung wird bestimmt und gegen die Cofaktor-Konzentration aufgetragen. Durch
Anpassung der variablen Parameter der Michaelis-Menten-Gleichung an die Messwerte
werden die Michaelis-Menten-Konstante KM und die katalytische Umsatzzahl kkat bestimmt
(Abbildung 7).
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Abbildung 7: Auftragung der Anfangsgeschwindigkeitskonstanten k gegen die Cofaktor-
Konzentration. Schwarz: AdoBenz4Me (13); rot: AdoBenz (12); gru¨n: AdoMet (1). Links:
M.TaqI; rechts: M.TaqI V21G. Fu¨r das System M.TaqI mit AdoMet (1) wird der Literaturwert
eingesetzt (Beuck, 2004).
Die Anzahl der pro Enzymmoleku¨l katalysierten Umsetzungen pro Zeiteinheit wird durch
kkat beschrieben. Der gemessene kkat -Wert von M.TaqI mit AdoBenz (12) ist ca. 4 mal
gro¨ßer als der kkat -Wert von M.TaqI mit AdoMet (1) (Tabelle 2). Der Benzyl-Rest von
AdoBenz (12) wird von M.TaqI somit ca. 4 mal schneller u¨bertragen als der Methyl-Rest
des natu¨rlichen Cofaktors. Damit zeigt sich, dass die Doppelaktivierung durch aromatische
Reste eine deutliche Erho¨hung der Reaktivita¨t zur Folge haben kann. Die zusa¨tzliche
Methylgruppe bei AdoBenz4Me (13) sto¨rt die ¨Ubertragungsgeschwindigkeit ebenfalls
nicht, sondern zeigt im Gegenteil eine weitere Erho¨hung der katalytischen Aktivita¨t. Dies
ist vermutlich auf den induktiven Effekt der Methylgruppe zuru¨ck zu fu¨hren, der das
aromatische System zusa¨tzlich aktiviert und somit die Reaktivita¨t noch vergro¨ßert. Aus den
KMWerten (Tabelle 2) kann geschlossen werden, dass die Bindung zum Enzym durch den
sterischen Anspruch des zusa¨tzlichen Phenyl-Restes im Rahmen der Messgenauigkeit nicht
gesto¨rt und vergleichbar zur Bindung des natu¨rlichen Cofaktors AdoMet (1) ist. Dieser
Ru¨ckschluss von den KM-Werten auf die Sta¨rke der Bindung ist allerdings nur unter der
Annahme zula¨ssig, dass der Umsetzung ein schnelles Bindungsgleichgewicht vorgelagert
ist und KM = KD gilt.
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Tabelle 2: Enzymkinetische Ergebnisse der UV-spektroskopischen Untersuchung der Ben-
zylierung von Duplex-ODN I·II mit AdoBenz (12) bzw. AdoBenz4Me (13) und M.TaqI bzw.
M.TaqI V21G.
Cofaktor M.TaqI M.TaqI V21G
KM / µM kkat / min−1 KM / µM kkat / min−1
AdoMet (1) * 3.7 7.5 ± 1.5 1.3 1.5 ± 5
AdoBenz (12) 2.9 32 ± 5 1.1 23 ± 5
AdoBenz4Me (13) 3.6 49 ± 10 0.5 54 ± 10
*(Beuck, 2004)
C.1.4 Modifikations-Restriktions-Tests
Die Cofaktor-Eigenschaften von AdoBenz (12) und AdoBenz4Me (13) in DNA-MTase-
katalysierten Umsetzungen mit langer DNA werden mittels einer Kombination von zwei
enzymatischen Reaktionen untersucht. Zuna¨chst wird der Cofaktor mit λ-DNA (48502 bp)
und einer DNA-MTase inkubiert. Dabei soll die entsprechende Gruppe der Seitenkette, bei
AdoMet (1) die Methylgruppe, bei AdoBenz (12) die Benzylgruppe, von der DNA-MTase
sequenzspezifisch auf die DNA u¨bertragen werden. Im na¨chsten Schritt wird die λ-DNA
mit einer methylierungssensitiven, kognaten Restriktionsendonuclease (REase) inkubiert.
Diese besitzt die gleiche Erkennungssequenz wie die DNA-MTase und kann die DNA
nur fragmentieren, wenn die Erkennungssequenz unmodifiziert vorliegt (Schema 10). Die
Entstehung von DNA-Fragmenten kann dann durch Agarose-Gelelektrophorese untersucht
werden. Wird die DNA nicht fragmentiert, erha¨lt man nur eine Bande. Dies zeigt an,
dass die DNA an der Zielbase der DNA-MTase alkyliert worden ist und somit vor der
Fragmentierung durch die REase geschu¨tzt ist. Durch schrittweises halbieren der DNA-
MTasen-Konzentration kann die Grenzkonzentration bestimmt werden, bei der nach einem
bestimmten Zeitintervall die DNA immer noch voll geschu¨tzt wird. Diese Grenzkonzen-
tration ist ein Maß fu¨r die Reaktivita¨t des Cofaktors im Zusammenspiel mit der jeweiligen
DNA-MTase. Liegt die DNA-MTase im Unterschuss gegenu¨ber den Zielsequenzen vor,
kann man daraus ersehen, dass mehrere Umsetzungen vom Enzym katalysiert werden, und
die Anzahl der durchlaufenen Katalysezyklen pro Zeiteinheit abscha¨tzen.
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Schema 10: Prinzip des Modifikations-Restriktions-Tests zur Untersuchung der Reaktivita¨t
von AdoMet (1) und AdoMet-Analoga in Gegenwart von DNA-MTasen
Neben den Verdu¨nnungsreihen mit dem AdoMet-Analogon und dem natu¨rlichen Cofaktor
AdoMet (1) zur Bestimmung der Enzymaktivita¨t und als Vergleich fu¨r die Reaktivita¨t des
AdoMet-Analogons gegenu¨ber dem natu¨rlichen System werden noch verschiedene Kontrol-
len durchgefu¨hrt. Unbehandelte λ-DNA wird als Standard verwendet. In einer weiteren Kon-
trolle wird λ-DNA nur mit der REase inkubiert. Damit soll gezeigt werden, dass die REase
aktiv ist und ungeschu¨tzte DNA fragmentiert wird. Eine weitere Kontrolle entha¨lt λ-DNA,
die mit Cofaktor und REase, aber nicht mit DNA-MTase behandelt wird. Hierbei zeigt sich
immer das normale Fragmentierungsmuster, so dass eine unkatalysierte, unspezifische Re-
aktion des Cofaktors mit λ-DNA als Ursache fu¨r ein positives Testergebnis ausgeschlossen
werden kann. Viele Enzyme enthalten nach der Pra¨paration und Aufarbeitung noch gebun-
denes AdoMet (1). Daher wird in einer weiteren Kontrolle λ -DNA mit DNA-MTase und
REase ohne Cofaktor inkubiert. Damit soll sicher gestellt werden, dass das Enzym kei-
nen natu¨rlichen Cofaktor mehr entha¨lt. Ein identischer Kontrollversuch ohne Inkubation
mit REase wird durchgefu¨hrt, um eine Verunreinigung mit einer Nuclease aus der DNA-
MTase-Pra¨paration auszuschließen. Da bei der pra¨parativen Reinigung von AdoBenz (12)
und AdoBenz4Me (13) keine Epimerentrennung erreicht werden kann, wird das Epimeren-
gemisch in den Aktivita¨tstests eingesetzt. Die angegebenen Konzentrationen beziehen sich
ausschließlich auf das aktive (S)-Epimer.
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C.1.4.1 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.TaqI und M.TaqI V21G
Um die AdoMet-Analoga AdoBenz (12) und AdoBenz4Me (13) besser mit anderen bekann-
ten Cofaktoren vergleichen zu ko¨nnen, wird zuna¨chst ein Modifikations-Restriktions-Test
mit der Methyltransferase M.TaqI bei 60◦C durchgefu¨hrt.
1 32 4 5 6 7 8 9 10 111213141516171819
AdoMet(1)
20 21 1 32 4 5 6 7 8 9 101112131415
AdoBenz (12)
Abbildung 8: Modifikations-Restriktions-Aktivita¨tstests mit M.TaqI und AdoMet (1) bzw.
AdoBenz (12). Die DNA-MTase-Konzentration ist in der ersten Probe sto¨chiometrisch im
Bezug auf die Zielsequenzen auf λ-DNA und wird von Spur zu Spur halbiert. Die Inkubation
der DNA-MTase erfolgte 4 h bei 60◦C. Der geschu¨tzte und der ungeschu¨tzte Bereich der
DNA sind durch eine gestrichelte Linie getrennt.
Wie man in Abbildung 6 erkennen kann ist M.TaqI in der Lage, auch lange DNA mit
AdoBenz (12) zu modifizieren. Allerdings sollten aufgrund des UV-spektoskopischen Ak-
tivita¨tstests deutlich mehr Proben voll geschu¨tzt sein als bei M.TaqI mit AdoMet (1).
Da AdoBenz4Me (13) laut den kinetischen UV-spektroskopischen Untersuchengen noch ak-
tiver als AdoBenz (12) ist, wird fu¨r den Modifikations-Resriktions-Test die Vorschrift etwas
gea¨ndert, um Ressourcen zu schonen. In der ersten Spur wird die DNA-MTase nicht sto¨chio-
metrisch eingesetzt, sondern in einem Verha¨ltnis von 1:10 gegenu¨ber den Zielsequenzen auf
λ-DNA. Um nun beide Gele miteinander vergleichen zu ko¨nnen, muss man sich jeweils noch
drei bis vier voll geschu¨tzte Spuren auf der linken Seite vorstellen.
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AdoMet(1)
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AdoBenz4Me (13)
Abbildung 9: Modifikations-Restriktions-Aktivita¨tstests mit M.TaqI und AdoMet (1) bzw.
AdoBenz4Me (13). Die DNA-MTase-Konzentration ist in der ersten Probe im zehnfachen
Unterschuss im Bezug auf die Zielsequenzen auf λ-DNA und wird von Spur zu Spur halbiert.
Die Inkubation der DNA-MTase erfolgte 4 h bei 60◦C. Der geschu¨tzte und der ungeschu¨tzte
Bereich der DNA sind durch eine gestrichelte Linie getrennt.
Wie in Abbildung 7 zu erkennen ist, werden auch hier weniger Spuren im Verha¨lt-
nis zu AdoMet (1) geschu¨tzt, als man aufgrund der UV-Kinetik vermuten wu¨rde. Aller-
dings werden unter Beru¨cksichtigung der geringeren Konzentration von M.TaqI in Spur 1
mehr geschu¨tzt als bei AdoBenz (12), was eine Besta¨tigung der UV-kinetischen Ergebnis-
se darstellt. Eine Erkla¨rung fu¨r die scheinbar geringere Aktivita¨t in diesen Modifikations-
Restriktions-Tests ko¨nnte sein, dass die doppelt-aktivierten AdoMet-Analoga einem schnel-
len, thermischen Zerfall unterliegen. AdoBenz (12) zerfa¨llt unter diesen Bedingungen so
schnell, dass der Ansatz nach einer Dauer von ca. 1.5 h keinen aktiven Cofaktor mehr
entha¨lt (Macherey, 2005). AdoMet (1) dagegen ist deutlich stabiler und somit stehen la¨nger
genu¨gend AdoMet (1) Moleku¨le fu¨r die DNA-MTase zur Verfu¨gung. Vermutlich ist auch
bei AdoBenz4Me (13) der schnelle Zerfall des Cofaktors dafu¨r verantwortlich, dass insge-
samt weniger Spuren geschu¨tzt werden, als eigentlich mo¨glich. Um diese Hypothese zu
u¨berpru¨fen, werden die Parameter Reaktionszeit und Temperatur an die Bedingungen der
UV-kinetischen Messungen angeglichen. Zuna¨chst wird ein Modifikations-Restriktions-Test
mit einer Inkubationsdauer von nur einer Stunde durchgefu¨hrt. Dieser Test wird mit einem
sto¨chiometrischen Verha¨ltnis von DNA-MTase und Zielsequenzen durchgefu¨hrt.
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AdoMet(1) AdoBenz (12)
AdoBenz4Me (13) Kontrollen
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 1314 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213 14
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011121314 1 2 3 4 5 6
Abbildung 10: Modifikations-Restriktions-Aktivita¨tstests mit M.TaqI und AdoMet (1) bzw.
AdoBenz (12) oder AdoBenz4Me (13). Die Inkubationsdauer betra¨gt 1 h bei 60◦C. Die
DNA-MTase-Konzentration ist in der ersten Probe sto¨chiometrisch im Bezug auf die Ziel-
sequenzen auf λ-DNA und wird von Bahn zu Bahn halbiert. Kontrollen: 1: λ-DNA; 2: λ-DNA
mit M.TaqI inkubiert; 3: λ-DNA mit M.TaqI und danach mit R.TaqI inkubiert; 4: λ-DNA mit
AdoBenz (12)und danach mit R.TaqI inkubiert; 5: λ-DNA mit AdoBenz4Me (13)und danach
mit R.TaqI inkubiert; 6: λ-DNA mit R.TaqI inkubiert. Der geschu¨tzte und der ungeschu¨tzte
Bereich der DNA sind durch eine gestrichelte Linie getrennt.
Wie man in Abbildung 8 erkennen kann, sind bei AdoMet (1) nun sechs Spuren weni-
ger geschu¨tzt, als bei einer Inkubationsdauer von 4 h bei 60◦C. Bei AdoBenz (12) und
AdoBenz4Me (13) sind hingegen, im Rahmen der Messgenauigkeit, gleich viele Spuren
geschu¨tzt. Daraus kann man erkennen, dass die weiteren drei Stunden Inkubationsdauer nicht
notwendig sind, da nach einer Stunde bei beiden AdoMet-Analoga nichts mehr passiert. Das
stu¨tzt die Vermutung, dass nach dieser Zeit die beiden doppelt-aktivierten Cofaktoren so
weit zerfallen sind, dass kein aktiver Cofaktor mehr vorhanden ist. Deswegen wird nun ein
Test bei einer Temperatur von 37◦C durchgefu¨hrt, was auch der Temperatur der UV-Kinetik
entspricht.
31
C ERGEBNISSE UND DISKUSSION
AdoMet(1) AdoBenz (12)
AdoBenz4Me (13) Kontrollen
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Abbildung 11: Modifikations-Restriktions-Aktivita¨tstests mit M.TaqI und AdoMet (1) bzw.
AdoBenz (12) oder AdoBenz4Me (13). Die Inkubationsdauer betra¨gt 1h bei 37◦C. Die DNA-
MTase-Konzentration ist in der ersten Probe sto¨chiometrisch im Bezug auf die Zielsequen-
zen auf λ-DNA und wird von Bahn zu Bahn halbiert. Kontrollen: 1: λ-DNA; 2: λ-DNA mit
M.TaqI inkubiert; 3: λ-DNA mit M.TaqI und danach mit R.TaqI inkubiert; 4: λ-DNA mit
AdoBenz (12)und danach mit R.TaqI inkubiert; 5: λ-DNA mit AdoBenz4Me (13)und danach
mit R.TaqI inkubiert; 6: λ-DNA mit R.TaqI inkubiert. Der geschu¨tzte und der ungeschu¨tzte
Bereich der DNA sind durch eine gestrichelte Linie getrennt.
Wie man deutlich erkennen kann, ist die Aktivita¨t von M.TaqI mit AdoMet (1) gesunken. Da
hier der thermisch induzierte Zerfall der Cofaktoren AdoBenz (12) und AdoBenz4Me (13)
durch die niedrigere Temperatur verlangsamt ist, gleichen sich die Ergebnisse den UV-
Kinetiken an. Man sieht, dass bei AdoBenz (12) nun zumindest gleich viele Spuren geschu¨tzt
sind wie bei AdoMet (1), bei AdoBenz4Me (13) sind es sogar drei Spuren mehr. Damit
stimmt auch das Verha¨ltnis zwischen den Cofaktoren, im Rahmen der Messgenauigkeit die-
ses Tests, mit den UV-kinetisch gewonnen Daten u¨berein. Unterschiede ergeben sich, da
bei dem UV-Test Anfangsgeschwindigkeiten gemessen werden, wa¨hrend es sich bei dem
Modifikations-Restriktions-Test um einen Endpunkttest handelt.
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Nun wird dieser Vergleich noch fu¨r die Mutante V21G gemacht. Hier sollte der Unter-
schied zwischen M.TaqI V21G mit AdoMet (1) und M.TaqI V21G mit den AdoMet-Analoga
AdoBenz (12) bzw. AdoBenz4Me (13) noch deutlicher sein.
AdoMet(1) AdoBenz (12) AdoBenz4Me (13) Kontrollen
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 1 2 3 4 512 14 15 611
Abbildung 12: Modifikations-Restriktions-Aktivita¨tstests mit M.TaqI V21G und AdoMet (1)
bzw. AdoBenz (12) oder AdoBenz4Me (13). Die Inkubationsdauer betra¨gt 1 h bei 60◦C. Die
DNA-MTase-Konzentration ist in der ersten Probe sto¨chiometrisch im Bezug auf die Zielse-
quenzen auf λ-DNA und wird von Bahn zu Bahn halbiert. Kontrollen: 1: λ-DNA; 2: λ-DNA
mit M.TaqI inkubiert; 3: λ-DNA mit M.TaqI und danach mit R.TaqI inkubiert; 4: λ-DNA mit
AdoBenz (12)und danach mit R.TaqI inkubiert; 5: λ-DNA mit AdoBenz4Me (13)und danach
mit R.TaqI inkubiert; 6: λ-DNA mit R.TaqI inkubiert. Der geschu¨tzte und der ungeschu¨tzte
Bereich der DNA sind durch eine gestrichelte Linie getrennt.
Wie man In den Abbildungen 10 und 11 erkennen kann, ist die Aktivita¨t von M.TaqI
V21G mit AdoMet (1) deutlich geringer als die Aktivita¨t des Wildtyps mit AdoMet (1). Die
Mutante schu¨tzt nur sechs Spuren bei einer Inkubationsdauer von einer Stunde und einer
Temperatur von 60◦C gegenu¨ber neun Spuren, die vom Wildtyp mit AdoMet (1) geschu¨tzt
werden. Verringert man die Temperatur von 60◦C auf 37◦C bricht die Aktivita¨t von M.TaqI
V21G mit AdoMet (1) stark ein. Statt sechs Spuren bei einer Temperatur von 60◦C ist bei
37◦C nur eine Spur geschu¨tzt, und diese auch noch unvollsta¨ndig.
Mit dem Cofaktor-Analogon AdoBenz (12) hingegen ist die Mutante sogar noch aktiver als
der Wildtyp mit diesem Analogon. Es werden bei beiden untersuchten Temperaturen von
der Mutante zwei Spuren mehr geschu¨tzt als vom Wildtyp. Dies kann man dadurch erkla¨ren,
dass das Zieladenin besser von dem aromatischen System der Seitenkette von AdoBenz (12)
im aktiven Zentrum der Mutante fixiert werden kann als im Wildtyp (Macherey, 2005).
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AdoMet(1) AdoBenz (12)
AdoBenz4Me (13) Kontrollen
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Abbildung 13: Modifikations-Restriktions-Aktivita¨tstests mit M.TaqI V21G und AdoMet (1)
bzw. AdoBenz (12) oder AdoBenz4Me (13). Die Inkubationsdauer betra¨gt 1 h bei 37◦C. Die
DNA-MTase-Konzentration ist in der ersten Probe sto¨chiometrisch im Bezug auf die Zielse-
quenzen auf λ-DNA und wird von Bahn zu Bahn halbiert. Kontrollen: 1: λ-DNA; 2: λ-DNA
mit M.TaqI inkubiert; 3: λ-DNA mit M.TaqI und danach mit R.TaqI inkubiert; 4: λ-DNA mit
AdoBenz (12)und danach mit R.TaqI inkubiert; 5: λ-DNA mit AdoBenz4Me (13)und danach
mit R.TaqI inkubiert; 6: λ-DNA mit R.TaqI inkubiert. Der geschu¨tzte und der ungeschu¨tzte
Bereich der DNA sind durch eine gestrichelte Linie getrennt.
Bei einer Temperatur von 60◦C ist die Aktivita¨t von M.Taq V21G mit AdoBenz4Me (13)
gegenu¨ber dem System mit dem Wildtyp ebenfalls gro¨ßer. Es werden auch hier zwei Spuren
mehr geschu¨tzt. Vergleicht man die Modifikations-Restriktions-Tests bei einer Temperatur
von 37◦C erkennt man leichte Unterschiede. Hier werden in beiden Fa¨llen im Rahmen der
Messgenauigkeit gleich viele Spuren geschu¨tzt. Damit ist gezeigt, dass die UV-kinetischen
Daten mit den Ergebnissen der Modifikations-Restriktions-Tests gut u¨berein stimmen und
somit zum ersten mal Cofaktor-Analoga erhalten wurden, deren Seitenketten schneller u¨bert-
ragen werden, als im natu¨rlichen System von M.TaqI mit AdoMet (1).
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C.2 Synthese von AdoIodBenz
Um die hohe Aktivita¨t der DNA-MTasen mit den benzylischen AdoMet-Analoga zu nut-
zen (Macherey, 2005), wird die Synthese eines AdoMet-Analogons angestrebt, in dem die
Methylgruppe am Phenylring der Seitenkette durch Iod ersetzt ist (Schema 11). Mit die-
sem aromatischen Iodid wa¨re dann eine Funktionalita¨t auf DNA u¨bertragbar, die nicht in
biologischen Systemen vorkommt und die sich mit Hilfe einer Sonogashira-Kupplung unter
biokompatiblen Bedingungen weiter modifizieren ließe.
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Schema 11: Syntheserouten zu AdoIodBenz durch Iodbenzylierung von AdoHcy (2) .
C.2.1 Alkylierung von SAH mit 4-Iodbenzylbromid
Zur Synthese von AdoIodBenz wird AdoHcy (2) in einem Ameisensa¨ure/Essigsa¨ure
1:1-Gemisch gelo¨st und mit 180 Mola¨quivalenten (eq) 4-Iodbenzylbromid versetzt. 4-
Iodbenzylbromid ist im Sa¨uregemisch komplett unlo¨slich. Unter diesen Bedingungen ist
auch keine Reaktion in Suspension detektierbar.
Deswegen wird versucht, das Lo¨sungsmittel fu¨r die Reaktion zu a¨ndern. Um den Einfluss
des Lo¨sungsmittels zu testen wird die Synthese von AdoBenz (12) als Modellsystem
herangezogen. Zu diesem Zweck wird AdoHcy (2) in 20 µL des Sa¨uregemisches gelo¨st.
Dann wird die Lo¨sung mit 180 eq Benzylbromid, gelo¨st in 180 µL des zu testenden Lo¨sungs-
mittels, versetzt. Die Reaktion wird nach 3 h gestoppt, mit Ether extrahiert und die wa¨ssrige
Phase per HPLC analysiert. Die Peakfla¨chen werden integriert und die Zusammensetzung
grafisch dargestellt (Abb. 14).
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Abbildung 14: HPLC-Ergebnisse des Lo¨sungsmittelscreenings fu¨r die Benzylierung von
AdoHcy (2) zu AdoBenz (12).
Man erkennt, dass in reiner Ameisensa¨ure mit einem Gesamtanteil von ca. 45% nach 3 h,
die Produktbildung am gro¨ßten ist. Allerdings ist bei keinem der getesteten Lo¨sungsmittel
eine Umsetzung von AdoHcy (2) mit 4-Iodbenzylbromid zu AdoIodBenz zu mo¨glich.
C.2.2 Alkylierung von SAH mit aktiviertem 4-Iodbenzylalkohol
C.2.2.1 Aktivierung von 4-Iodbenzylalkohol
Da die Alkylierung von AdoHcy (2) mittels 4-Iodbenzylbromid nicht zum gewu¨nschten
Erfolg gefu¨hrt hat, wird auch versucht die Alkylierung mit Hilfe eines sta¨rker aktivier-
ten Alkylierungsmittels durchzufu¨hren. Dazu wird 4-Iodbenzylalkohol in Dichlormethan
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gelo¨st und mit Trifluormethansulfonsa¨ureanhydrid versetzt. Nach Waschen mit gea¨ttigter
Natriumhydrogencarbonat-Lo¨sung wird der nunmehr als Triflat aktivierte Alkohol analog
zum Bromid (Abschnitt C.2.1) mit AdoHcy (2) umgesetzt.
C.2.2.2 Umsetzung des aktivierten 4-Iodbenzylalkohols mit AdoHcy
Analog zum Bromid wird auch der als Triflat aktivierte Alkohol mit AdoHcy (2) inkubiert.
Die Reaktion wird mit Wasser gestoppt, mit Ether extrahiert und die wa¨ssrige Phase per
HPLC analysiert. Allerdings ist auch hier nach drei Stunden kein gewu¨nschtes Produkt er-
kennbar (Schema 11).
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C.3 Synthese und Eigenschaften von AdoFurfuryl
Furfuryl-Derivate ko¨nnen unter biokompatiblen Bedingungen mit Maleimiden in einer
[4+2]-Cycloaddition umgesetzt werden (Graham et al., 2002). Deswegen stellt die Synthese
eines Cofaktor-Analogons mit einer Furfurylgruppe am Ende der Seitenkette eine Bereiche-
rung der bisher bekannten Cofaktor Bibliothek dar.
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Schema 12: ¨Ubersicht u¨ber die Syntheseroute zur Darstellung von AdoFurfuryl (18).
C.3.1 Umsetzung von Furfurylisothiocyanat mit (Z)-2-Buten-1,4-diol
14
Die Synthese des AdoMet-Analogons 18 erfolgt in zwei Stufen, ausgehend von (Z)-2-
Buten-1,4-diol und Furfurylisothiocyanat. Zuna¨chst wird der Alkohol mit Natruimhydrid
einfach deprotoniert und somit fu¨r einen nucleophilen Angriff aktiviert. Zu beachten dabei
ist, dass Natriumhydrid nur mit maximal einem ¨Aquivalent zugegeben wird, um nur eine
Seite des Diols zu deprotonieren. Es erfolgt nun ein nucleophiler Angriff des Alkoholats
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auf das Kohlenstoff-Atom der Thiocyanatgruppe. Es entsteht das Thiocarbamat 16, wo-
bei das notwendige Proton am Stickstoff aus dem Wasser bei der Aufarbeitung stammt
(Schema 12). Nach Aufarbeitung mittels Sa¨ulenchromatographie wird das Thiocarbamat
16 in guten Ausbeuten erhalten. Das Produkt wurde mittels NMR und EI-MS charakteri-
siert. Ein doppelt substituiertes Produkt wurde bei dieser Reaktionsfu¨hrung nicht beobachtet.
C.3.2 Aktivierung des Thiocarbamats
Analog zur Synthese der anderen AdoMet-Analoga mit verla¨ngerter Seitenkette wird
das Thiocarbamat 16 als Sulfonsa¨ureester aktiviert. Dazu wird das Thiocarbamat 16
mit Natriumhydroxid deprotoniert und durch Zugabe von 4-Nitrobenzylsulfonylchlorid
zum Sulfonsa¨ureester umgesetzt (Schema 12). Bei diesem Sulfonsa¨ureester wird 4-
Nitrobenzylsulfonylchlorid als Sulfonsa¨urekomponente gewa¨hlt, da die urspru¨nglich geplan-
te Aktivierung als Tosylat nicht ausreichend war. Bei der Reaktion folgenden Alkylierung
von AdoHcy (2) war jedenfalls keine Produktbildung zu erkennen, sondern in der Hauptsa-
che bleibt es bei AdoHcy (2) . Analog zu den anderen Synthesen von AdoMet-Analoga wird
der aktivierte Alkohol durch Extraktion gereinigt und sofort eingesetzt.
C.3.3 Alkylierung von SAH
AdoHcy (2) wird in einem Ameisensa¨ure/Essigsa¨ure 1:1-Gemisches gelo¨st. Der aktivierte
Alkohol 17 wird in einem ¨Uberschuss von 180 eq zugegeben und der Ansatz unter Lichtaus-
schluss 14 h geru¨hrt (Schema 13. Dann wird durch Zugabe von Wasser die Reaktion gestoppt
und u¨berschu¨ssiges Alkylierungsmittel desaktiviert. Durch Extraktion mit Diethylether wird
dann das Reaktionsgemisch vorgereinigt. Die Reinigung des Rokproduktes erfolgt dann mit
reversed-phase HPLC. Das Produkt AdoFurfuryl (18) wird mit 7% Ausbeute erhalten und
durch ESI-MS identifiziert.
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Schema 13: Alkylierung von AdoHcy (2) mit aktiviertem Alkohol 17.
C.3.4 Modifikations-Restriktions-Tests mit AdoFurfuryl
Die Modifikations-Restriktions-Tests mit AdoFurfuryl (18) werden analog zu den zuvor be-
schriebenen Tests durchgefu¨hrt (C.1.4). Ist die DNA-MTase Aktivita¨t mit dem AdoMet-
Analogon aktiv, so zeigt sich diese Aktivita¨t in geschu¨tzter DNA im Agarose-Gel.
C.3.4.1 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.TaqI
Zum Testen der Aktivita¨t des AdoMet-Analogons AdoFurfuryl (18) in enzymatisch kata-
lysierten Gruppenu¨bertragungen, wird ein Modifikations-Restriktions-Test mit λ-DNA und
der DNA-Adenin-N6-MTase M.TaqI durchgefu¨hrt. Allerdings fu¨hrt dieser Test nicht zum
Erfolg, da unter den Standardbedingungen (4 h Inkubationsdauer, 60◦C Inkubationstempe-
ratur, 600 µM Cofaktor) keine Aktivita¨t der DNA-MTase mit AdoFurfuryl (18) zu erkennen
ist. Selbst wenn man die Konzentration des Cofaktors verdoppelt ist kein erkennbarer Schutz
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der DNA vor Fragmentierung durch die kognate REase vorhanden. Daher wird zuna¨chst von
weiteren Tests abgesehen und statt dessen die Synthese eines anderen AdoMet-Analoga wei-
ter verfolgt.
C.4 Synthese und Eigenschaften von AdoDis
Eine andere, mit DNA gut biokompatible Reaktion ist die Kupplung von Thiolen mit Ma-
leimiden. Allerdings kann man Thiole nicht frei auf die DNA u¨bertragen, da sie mit freien
Cysteinen in DNA-, oder AdoMet-bindenden Enzymen oder Proteinen Disulfidbru¨cken
eingehen ko¨nnen und damit fu¨r weitere Reaktionen nicht zur Verfu¨gung stehen. Im schlimm-
sten Fall, ko¨nnte ein Disulfid mit dem katalytischen Cystein einer DNA-Cystein-C5-MTase
gebildet werden und somit das Enzym blockiert werden. Deswegen soll das Thiol nicht
direkt auf die DNA u¨bertragen werden, sondern in geschu¨tzter Form, als Disulfid. Dann
soll die Schutzgruppe auf der DNA entfernt und das freie Thiol direkt weiter modifiziert
werden. Damit sollten sich Nebenreaktionen auf ein Minimum reduzieren lassen. Zur
Spaltung des Disulfides eignen sich andere Thiol-Reagenzien wie D,L-Dithiothreitol (DTT),
β-Mercaptoethanol und Phosphin-Peagenzien, wie Tris-(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP).
C.4.1 Retrosynthese von AdoDis
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Schema 14: Retrosynthese des AdoMet-Analogons AdoDis (19).
Zuna¨chst wird fu¨r das geplante Zielmoleku¨l eine Retrosythese entworfen (Schema 14). Der
erste Schnitt erfolgt zwischen dem α-C-Atom der Seitenkette und dem Sulfoniumzentrum.
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¨Uber die Alkylierung von AdoHcy (2) mitttels Sulfonsa¨ure-aktivierten Alkoholen kann diese
Bindung geknu¨pft werden. Da freie Thiole unter wa¨ssrigen Bedingungen in der Anwesen-
heit von Sauerstoff leicht zu Disulfiden dimerisieren, bietet sich hier der na¨chste Schnitt
an. Das dazu notwendige Thiol kann leicht u¨ber die Verseifung des entsprechenden Thio-
esters freigesetzt werden. Der Thioester wiederum kann u¨ber eine Mitsunobu-Reaktion mit
Thioessigsa¨ure aus dem entsprechenden Alkohol gewonnen werden. Da fu¨r die Alkylierung
von AdoHcy (2) eine aktivierte Hydroxygruppe eingesetzt werden kann, kann man als Aus-
gangsprodukt fu¨r die Synthese 2-Buten-1,4-diol verwenden. Allerdings ist es denkbar, dass
unter den Reaktionsbedingungen der Mitsunobu-Reaktion auch das disubstituierte Produkt
entsteht. Deswegen ist es sinnvoll, den Einsatz einer Schutzgruppe fu¨r eine Hydroxygruppe
in Erwa¨gung zu ziehen. Eine geeignete Schutzgruppe fu¨r diese Funktion stellt z.B. die tert-
Butyldimethylsilyl-Schutzgruppe (TBS) dar. Sie ist unter den basischen Bedingungen der
Synthese stabil und kann mit Tetra-n-butylammoniumfluorid einfach entfernt werden. Der
Vorteil ist eine geringere Anzahl an Nebenprodukten wa¨hrend der Synthese. Der Nachteil ist
allerdings, dass man zwei zusa¨tzliche Stufen bei der Synthese beno¨tigt, bei denen natu¨rlich
auch Ausbeuteverluste eintreten ko¨nnen. Daher werden beide Routen verglichen. Aufgrund
des oben genannten Vorteils wird zuna¨chst die Syntheseroute mit TBS-Schutzgruppe ver-
sucht.
C.4.2 Synthese u¨ber die geschu¨tzte Route
Zuna¨chst wird die Synthese u¨ber die Route mit Einfu¨hrung der TBS-Schutzgruppe durch-
gefu¨hrt.
C.4.2.1 Synthese von (Z)-4-(tert-Butyldimethoxysilyloxy)-2-buten-1-ol
Im ersten Schritt wird nach einer Vorschrift von Avi et al. (Avi et al., 2009) eine der bei-
den Hydroxygruppen von (Z)-2-Buten-1,4-diol (14) mit der TBS-Schutzgruppe geschu¨tzt.
Dazu wird das Diol 14 mit NaH einfach deprotoniert. Die Desymmetrisierung wird da-
durch erreicht, dass nur ein ¨Aquivalent NaH zugegeben wird. Bei der Zugabe von tert-
Butyldimethylsilylchlorid werden dann nur die deprotonierten Hydroxygruppen substituiert
(Schema 16).
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Schema 15: Syntheseroute zur Synthese des Disulfides unter Einsatz der TBS-
Schutzgruppe.
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Schema 16: Umsetzung des Diols mit TBS-Chlorid.
Die Reinigung wird mittels Sa¨ulenchromatographie durchgefu¨hrt und man erha¨lt das halb-
geschu¨tzte Diol 20 in ma¨ßigen Ausbeuten. Die Charakterisierung erfolgt mittels
1H-NMR ,¸ und EI-MS. Bei der Synthese wird kein disubstituiertes Produkt beobachtet.
C.4.2.2 Synthese von (Z)-S-4-(tert-Butyldimethylsilyloxy)but-2-enylethanthioat
In den halbgeschu¨tzten Alkohol 20 wird mitels einer Mitsunobu-Reaktion mit Thioes-
sigsa¨ure Schwefel eingefu¨hrt, an dem zu einem spa¨teren Zeitpunkt die weitere Funktionali-
sierung der DNA erfolgen soll (Schema 17).
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Schema 17: Synthese des TBS-geschu¨tzten Thioesters 21.
Die Reaktionskontrolle per DC zeigt eine vollsta¨ndige Umsetzung des Eduktes 20. Aller-
dings entstehen wa¨hrend der Reaktion auch gro¨ßere Mengen an Triphenylphosphinoxid und
des Hydrazinderivates von DEAD. Insbesondere Triphenylphosphin und Triphenylphosphin-
oxid stellen bei der sa¨ulenchromatographischen Aufreinigung eine Herausforderung dar.
Versuche ein Lo¨sungsmittelgemisch zu finden, mit dem die Nebenprodukte eluiert werden
ko¨nnen und das gewu¨nschte Produkt vollsta¨ndig zuru¨ckgehalten wird, bleiben erfolglos. Da-
her werden die Nebenprodukte durch Fa¨llung mit eiskaltem Methanol, gefolgt von einer
Fa¨llung mit eiskaltem DCM entfernt. Danach ist eine sa¨ulenchromatographische Aufrei-
nigung u¨ber Kieselgel mit 2% Methanol in DCM mo¨glich. Die Ausbeute von 70% nach
sa¨ulenchromatographischer Reinigung zeigt jedoch, dass bei den Fa¨llungsschritten auch sig-
nifikante Mengen an Produkt mitgefa¨llt werden.
C.4.2.3 Synthese des TBS-geschu¨tzten Disulfids
Im na¨chsten Schritt wird der Thioester 21 mit wa¨ßriger Ammoniaklo¨sung in Methanol ge-
spalten. Zuna¨chst entsteht dabei das Thiol, dass dann unter Sauerstoffeinfluss zum Disulfid
dimerisiert. In vielen Fa¨llen ist eine Dimerisierung nicht erwu¨nscht, aber hier wird das Thiol
durch die Dimerisierung geschu¨tzt und kann so spa¨ter keine unerwu¨nschten Nebenreaktio-
nen verursachen.
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Schema 18: Spaltung des Thioesters 21, gefolgt von der Oxidation zum Disulfid 22.
Die Lo¨sungsmittel werden am Rotationsverdampfer entfern und das Produkt wird mittels
Sa¨ulenchromatographie gereinigt. Man erha¨lt es in sehr guter Ausbeute als goldgelbes ¨Ol.
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C.4.2.4 Synthese des ungeschu¨tzten Disulfids
Fu¨r die Aktivierung der Hydroxygruppe muss diese nun entschu¨tzt werden. Der Vorteil der
TBS-Schutzgruppe ist, dass Sie leicht mit Tetra-n-butylammoniumfluorid (TBAF) abgespal-
ten werden kann. Dazu wird das Disulfid 22 in absolutem Tetrahydrofuran mit drei ¨Aqui-
valenten TBAF geru¨hrt. Aufgrund der ho¨heren Affinita¨t von Silizium zu Fluor im Vergleich
von Silizium zu Sauerstoff, wird die Si-O-Bindung gespalten und das Alkoholat freigesetzt.
Durch die wa¨ssrige Aufarbeitung entsteht der Alkohol.
THF,
ü.N., RT, 39%
S OH
2
S
Si
O
2
TBAF
22 23
Schema 19: Entschu¨tzung des Disulfides 22 mit TBAF.
Nach sa¨ulenchromatographischer Aufarbeitung erha¨lt man das Produkt 23 in moderaten
Ausbeuten von 39% . Leider ist auch bei einer Erho¨hung der ¨Aquivalente an TBAF von
drei auf fu¨nf oder einer Verla¨ngerung der Reaktionszeit keine Steigerung der Ausbeute
zu erkennen. Deswegen wird eine alternative Syntheseroute untersucht, die ohne die TBS-
Schutzgruppe auskommt.
C.4.3 Alternative Route ohne TBS-Schutzgruppe
¨Uber diese Route wird die Synthese des Disulfides ohne Einsatz der TBS-Schutzgruppe
durchgefu¨hrt. Der Vorteil dieser Route liegt nicht nur in der Vermeidung der problemati-
schen TBS-Entschu¨tzung, sondern auch darin, dass zwei Synthesestufen entfallen und die
Route damit deutlich ku¨rzer ist. Der Nachteil dieser Route ist natu¨rlich, dass bei einer freien
Hydroxygruppe mehr Nebenprodukte entstehen ko¨nnen.
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Schema 20: Syntheseroute zur Synthese des Disulfides 23 ohne Einsatz der TBS-
Schutzgruppe.
C.4.3.1 Synthese des ungeschu¨tzten Thioesters
Der Alkohol 14 wird analog zur oben aufgefu¨hrten Route in einer Mitsunobu-Reaktion
mit Thioessigsa¨ure umgesetzt, womit dann der Schwefel, an dem zu einem spa¨teren Zeit-
punkt die weitere Funktionalisierung der DNA erfolgen soll, eingefu¨hrt wird. Die Reakti-
onsfu¨hrung ist analog, nur werden hier je ein ¨Aquivalent an Triphenylphosphin, DEAD und
Thioessigsa¨ure eingesetzt um doppelte Veresterungen zu vermeiden (Schema 21).
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HO OH OH
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Schema 21: Direkte Umsetzung des Diols 14 zum Thioester 24.
Die Reinigung mittels Sa¨ulenchromatographie wird genauso wie bei dem geschu¨tzten Thioe-
ster 21 durchgefu¨hrt. Man erha¨lt das Produkt in guten Ausbeuten, wobei auch hier zu beob-
achten ist, dass eine gewisse Menge an Produkt bei der Aufarbeitung verloren geht. Die
Ausbeute ist im Vergleich zur alternativen Route mit Einsatz der TBS-Schutzgruppe etwas
geringer (54% bei dieser Stufe zu 70% bei der anderen Route), aber das ist zu erwarten, da
hier zusa¨tzlich zur Funktionalisierung noch die Desymmetrisierung in einem Schritt erfolgt.
Die Reaktionsfu¨hrung ist darauf ausgelegt, eine Zweitsubstitution zu vermeiden. Es wird
auch kein doppelt substituiertes Nebenprodukt beobachtet.
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C.4.3.2 Spaltung des Thioesters 24 und Bildung des Disulfids 23
Im na¨chsten Schritt wird der Thioester 24 mit wa¨ßriger Ammoniaklo¨sung in Methanol ge-
spalten. Die Reaktionsfu¨hrung ist analog zur geschu¨tzten Route. Im Unterschied zu der ande-
ren Route wird hier die sa¨ulenchromatographische Reinigung u¨ber Kieselgel mit 5% Metha-
nol in Dichlormethan als Laufmittel durchgefu¨hrt. Nach Reinigung erha¨lt man das Disulfid
23 in einer Ausbeute von 59% .
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NH3, 33% aq.
MeOH/H2O,
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S
S
OH HO
OH
24 23
Schema 22: Verseifung des Thioesters 24 zum Disulfid 23.
Von beiden Routen ist die Syntheseroute ohne Einsatz der TBS-Schutzgruppe vorzuziehen.
Da keine Nebenprodukte beobachtet werden, die den Einsatz der Schutzgruppe notwendig
machen, kann darauf verzichtet werden. Auf diese Art und Weise spart man zwei Synthe-
sestufen ein und erha¨lt das Produkt 23 in einer besseren Gesamtausbeute (31% gegenu¨ber
13%).
C.4.3.3 Aktivierung des Disulfids 23
Die Aktivierung des Disulfides 23 an der Hydroxyfunktion kann zur mono- und diaktivierten
Spezies fu¨hren. Da in den Folgeschritten zuna¨chst mit AdoHcy (2) gekuppelt wird und dann
das Thiol freigesetzt werden soll, sto¨rt auch ein Dimerprodukt mit zwei AdoHcy-Einheiten
im Folgeschritt nicht. Allerdings ist die Bildung dieses Dimers unwahrscheinlich, da das ak-
tivierte Disulfid in großem ¨Uberschuss gegenu¨ber AdoHcy (2) eingesetzt wird.
Aufgrund der Erfahrungen mit der Aktivierung als Tosylat, die sich insbesondere hinsichtlich
der unerwu¨nschten Depurinierung als u¨berlegen erwiesen hat, wird zuna¨chst diese Varian-
te der Aktivierung versucht. Allerdings fu¨hrt diese Reaktion nicht zum Ziel, da die Akti-
vierungsreaktion eine schwarze Lo¨sung als Rohprodukt liefert, dass in der nachfolgenden
Alkylierungsreaktion keine Reaktion zeigt. Aus diesem Grund wird in einem na¨chsten Ver-
such Mesylchlorid als Aktivierungsreagenz gewa¨hlt. Die Durchfu¨hrung erfolgt in Dichlor-
methan, mit Natriumhydroxid als Base (Schema 23). Nach 6 h wird die Reaktionsmischung
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mit gesa¨ttigter Natriumhydrogencarbonat-Lo¨sung gewaschen und die organische Phase ein-
rotiert. Das so gewonnene Rohprodukt wird ohne weitere Aufarbeitung sofort in der na¨chsten
Stufe eingesetzt.
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Schema 23: Aktivierung des Disulfids 23 als Mesylat 25.
C.4.3.4 Alkylierung von AdoHcy
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Schema 24: Alkylierung von AdoHcy (2) mit dem als Mesylat aktivierten Disulfid 25.
Bei der Umsetzung des aktivierten Disulfides 25 mit AdoHcy (2) zeigt sich, dass nur ei-
ne Mesylgruppe substituiert. Die andere Mesylgruppe reagiert nicht. Selbst bei Zugabe von
Wasser, bei der Sulfonsa¨ureester leicht hydrolysieren sollten, bleibt die Mesylgruppe erhal-
ten. Dieses Ergebnis wird aufgrund der ESI-MS Messungen erhalten.
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C.4.4 Modifikations-Restriktions-Test
Die Modifikations-Restriktions-Tests werden zuna¨chst analog zu den beschriebenen Tests
durchgefu¨hrt (C.1.4). Als DNA wird in allen Fa¨llen λ-DNA verwendet.
C.4.4.1 AdoDis mit M.TaqI
Als erstes Enzym wird die DNA-Adenin-N6-MTase M.TaqI getestet. Sie methyliert die
exocyclische Aminogruppe von Adenin in der doppelstra¨ngigen Zielsequenz 5′-TCGA-3′.
AdoDis (19) wird, bezogen auf das biologisch aktive S-Epimer, in einer Konzentration von
300 µM eingesetzt.
AdoMet(1) Kontrollen AdoDis (19)
1 32 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 1 2 3 54 1 32 4 5 6 7 8 9 10
Abbildung 15: Modifikations-Restriktions-Aktivita¨tstests mit M.TaqI und AdoMet (1) bzw.
AdoDis (19). Die DNA-MTase-Konzentration ist in der ersten Spur sto¨chiometrisch im Bezug
auf die Zielsequenzen der λ-DNA und wird von Spur zu Spur halbiert. Die Inkubation der
DNA-MTase erfolgte 1 h bei 60◦C. Kontrollen: 1: λ-DNA; 2: λ-DNA mit M.TaqI inkubiert; 3:
λ-DNA mit M.TaqI und danach mit R.TaqI inkubiert; 4: λ-DNA mit AdoDis (19) und danach
mit R.TaqI inkubiert; 5: λ-DNA mit R.TaqI inkubiert; Der geschu¨tzte und der ungeschu¨tzte
Bereich der DNA sind durch eine gestrichelte Linie getrennt.
Nach einer Reaktionsdauer von 1 h sind von M.TaqI mit dem AdoMet-Analogon
AdoDis (19) zwei Spuren voll geschu¨tzt (Abbildung 15). Damit ist gezeigt, dass die DNA-
MTase katalytisch aktiv ist, da die Konzentration an DNA-MTase in der zweiten Spur nur
noch halbsto¨chiometrisch, bezogen auf die Anzahl der Zielsequenzen ist. Da der Reaktions-
Puffer fu¨r M.TaqI 1 mM D,L-Dithiothreitol (DTT) entha¨lt, was in der Lage sein kann, das Di-
sulfid zu spalten, wird der Test wiederholt. Um eventuelle Unterschiede herauszufinden, bzw.
herauszufinden, welchen Einfluss DTT auf die Aktivita¨t des Enzyms mit diesem AdoMet-
Analogon hat, wird der Test einmal mit DTT im Puffer und einmal ohne DTT im Puffer
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durchgefu¨hrt (Abbildung 16). Um Ressourcen zu schonen werden das Cofaktor-Analogon
AdoDis (19) und AdoMet (1) in einer Konzentration von 100 µM, bezogen auf das biolo-
gisch aktive S-Epimer, eingesetzt.
AdoMet(1) Kontrollen AdoDis (19)
1 32 4 5 6 7 8 9 10 1112 13141516 1 32 4 5 6 1 32 4 5 6 7 8 9 10
AdoMet (1) Kontrollen AdoDis (19)
1 32 4 5 6 7 8 9 10 1112 13141516 1 32 4 5 6 1 32 4 5 6 7 8 9 10
Abbildung 16: Modifikations-Restriktions-Aktivita¨tstests mit M.TaqI und AdoMet (1) bzw.
AdoDis (19). Die DNA-MTase-Konzentration ist in der ersten Spur sto¨chiometrisch im Bezug
auf die Zielsequenzen der λ-DNA und wird von Spur zu Spur halbiert. Die Inkubation erfolgte
fu¨r 1 h bei 60◦C. Oben: mit DTT (1 mM); Unten: ohne DTT. Kontrollen: 1: λ-DNA; 2: λ-DNA
mit M.TaqI inkubiert; 3: λ-DNA mit M.TaqI und danach mit R.TaqI inkubiert; 4: λ-DNA mit
AdoDis (19) und danach mit R.TaqI inkubiert; 5: λ-DNA mit AdoMet und danach mit R.TaqI
inkubiert; 6: λ-DNA mit R.TaqI inkubiert; Der geschu¨tzte und der ungeschu¨tzte Bereich der
DNA sind durch eine gestrichelte Linie getrennt.
Wie man sieht ist die katalytische Aktivita¨t von M.TaqI mit AdoMet (1) mit oder ohne
DTT im Puffer gleich. Interessanterweise ist die katalytische Aktivita¨t von M.TaqI mit
AdoDis (19) besser, wenn sich DTT im Puffer befindet. Anzunehmen wa¨re, dass es zu einer
Spaltung des Disulfides durch DTT kommt und der Sulfonsa¨ureester intramolekular substi-
tuiert wird.
Eine Erkla¨rung dafu¨r, dass durch das DTT im Puffer dieser Effekt eintritt wa¨re, dass nicht
das Disulfid gespalten wird, sondern dass DTT den Cofaktor in dem Sinne stabilisiert, dass
er keine Nebenreaktionen eingeht, die zur Deaktivierung des Enzyms fu¨hren. Bei Abwesen-
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heit von DTT wa¨re der Sulfonsa¨ureester noch vorhanden, ko¨nnte mit dem Enzym reagieren
und zu einer Inaktivierung des Enzyms fu¨hren.
C.4.4.2 AdoDis mit M.BseCI
Als na¨chstes wird die DNA-Adenin-N6-MTase M.BseCI getestet. M.BseCI methyliert die
exocyclische Aminogruppe des zweiten Adenins in der doppelstra¨ngigen Zielsequenz 5′-
ATCGAT-3′. Auch hier wird der Cofktor AdoDis (19) 100 µM, bezogen auf das biologisch
aktive S-Epimer, eingesetzt. Im Puffer fu¨r M.BseCI ist β -Mercaptoethanol enthalten. Dies
ist auch ein Reduktionsmittel, dass in der Lage ist, Disulfide zu spalten und daraus die Thio-
le freizusetzen. Um auch hier einen Einfluss auf den Cofaktor zu untersuchen, wird der
Modifikations-Restriktions-Test einmal mit und einmal ohne β -Mercaptoethanol im Reak-
tionspuffer der DNA-MTase durchgefu¨hrt (Abb. 17).
Auch hier erkennt man eine gewisse Aktivita¨t des Enzyms mit dem Cofaktor AdoDis (19),
wenn β-Mercaptoethanol im Puffer vorhanden ist. Ohne β-Mercaptoethanol im Puffer ist
das Enzym nicht aktiv und die DNA auch in der ersten Spur vollsta¨ndig geschnitten. Die
Aktivita¨t des Enzyms mit AdoMet (1) ist in beiden Fa¨llen gleich. Das stu¨tzt die These, dass
die Reaktionsmittel im Puffer den Cofaktor soweit stabilisieren, dass er keine Reaktion mit
dem Enzym eingeht bzw. das Enzym inaktiviert. Allerdings ist die Aktivita¨t von M.BseCI
nicht katalytisch und zum vollsta¨ndigen Schutz der DNA werden mehr als ein ¨Aquivalent
DNA-MTase pro Erkennungssequenz beno¨tigt, da selbst in der ersten Spur kein kompletter
Schutz der DNA zu erkennen ist.
C.4.4.3 AdoDis mit M.HhaI, M.SssI, M.BcnIB und Mutanten
Des weiteren werden die DNA-MTasen M.HhaI, M.SssI, M.Eco31I (Mutante), M.HpaII
(Mutante), M.HhaI Q82A Y254S N304A, M.SssI Q142A und M.SssI Q142A N370A ge-
testet. Allerdings zeigte keines der Enzyme mit AdoDis (19) eine Aktivita¨t.
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AdoMet(1) Kontrollen AdoDis (19)
1 32 4 5 6 7 8 9 10 1112 13141516 1 32 4 5 6 1 32 4 5 6 7 8 9 10
AdoMet (1) Kontrollen AdoDis (19)
1 32 4 5 6 7 8 9 10 1112 13141516 1 32 4 5 6 1 32 4 5 6 7 8 9
Abbildung 17: Modifikations-Restriktions-Aktivita¨tstests mit M.BseCI und AdoMet (1) bzw.
AdoDis (19). Die DNA-MTase-Konzentration ist in der ersten Spur sto¨chiometrisch im Be-
zug auf die Zielsequenzen auf λ-DNA und wird von Spur zu Spur halbiert. Die Inkuba-
tion der DNA-MTase erfolgte 4 h bei 55◦C. Oben: mit β-Mercaptoethanol; Unten: ohne
β-Mercaptoethanol. Kontrollen: 1: λ-DNA; 2: λ-DNA mit M.BseCI inkubiert; 3: λ-DNA mit
M.BseCI und danach mit R.Bsu15I inkubiert; 4: λ-DNA mit AdoDis (19)und danach mit
R.Bsu15I inkubiert; 5: λ-DNA mit AdoMet und danach mit R.Bsu15I inkubiert; 6: λ-DNA
mit R.Bsu15I inkubiert; Der geschu¨tzte und der ungeschu¨tzte Bereich der DNA sind durch
eine gestrichelte Linie getrennt.
52
C.5 Synthese und Eigenschaften von AdoEnIn
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Da AdoDis (19) nur mit M.TaqI katalytische Aktivita¨t zeigt und auch die beteiligten Re-
aktionspartner, wie Thiole und Maleimide, bei einer nachfolgenden Markierung zu un-
erwu¨nschten Nebenreaktionen fu¨hren ko¨nnen, wird eine andere Reaktion zur Markierung
enzymatisch modifizierter DNA gesucht. Eine Lo¨sung bietet die aus der Klick-Chemie be-
kannte [3+2]-Huisgen-Cycloaddition zwischen einem Azid und einer terminalen Dreifach-
bindung (Chan et al., 2004). Bei dieser Reaktion sind die beteiligten Reaktionspartner bioor-
thogonal und ko¨nnen somit nur miteinander reagieren. Daru¨ber hinaus sind die Reaktions-
bedingungen biokompatibel, so dass eine breite Anwendung mo¨glich sein sollte. Einzig die
zur Katalyse notwendigen Kupferionen ko¨nnen mit nativen Proteinen zu Problemen fu¨hren,
die aber bei geeigneter Wahl der Bedingungen lo¨sbar sind (Peters, 2009). Um diese Reakti-
on fu¨r die Modifikation von DNA zu nutzen, wird ein doppelt-aktiviertes AdoMet-Analogon
mit einer terminalen C-C-Dreifachbindung in der Seitenkette synthetisiert.
C.5.1 Synthese von AdoEnIn
C.5.1.1 Aktivierung von (E)-2-Penten-4-in-1-ol
Die Synthese des AdoMet-Analogons wird wie zuvor beschrieben durch Alkylierung von
AdoHcy (2) durchgefu¨hrt. Dafu¨r ist es auch hier notwendig, den komerziell erha¨ltlichen
Alkohol (E)-2-Penten-4-in-1-ol (26) zu aktivieren. Zuna¨chst wird der Alkohol 26 mit 2,4-
Dinitrobenzylsulfonylchlorid umgesetzt und somit als Nosylat aktiviert (Schema 25).
S
NO2
NO2
S NO2
O
O
O2N
Cl
OH O
O O
26 27
Schema 25: Aktivierung des Alkohols 26 als Nosylat.
Die Aktivierung wird mit festem Natriumhydroxid als Suspension in Dichlormethan durch-
gefu¨hrt. Nach 5 h bei RT wird der Ansatz mit gesa¨ttigter Natriumhydrogencarbonat-Lo¨sung
gewaschen, um u¨berschu¨ssiges Sulfonsa¨urechlorid zu hydrolysieren. Daru¨ber hinaus wird
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auch das feste Natriumhydroxid gelo¨st, so dass es gut von der organischen Phase trennbar
ist. Dichlormethan wird am Vakuum entfernt und das so gewonnen Nosylat 27 ohne weitere
Aufreinigung sofort in der na¨chsten Stufe eingesetzt. In der nachfolgenden Alkylierung von
AdoHcy (2) zeigt sich nach 5 h ein guter Umsatz. Bei noch la¨ngerer Reaktionsdauer nehmen
allerdings Nebenreaktionen zu, so dass mit fortschreitender Reaktionszeit keine Zunahme an
Produkt erfolgt. Die Aufarbeitung des AdoMet-Analogons mittels reversed-phase HPLC ge-
staltet sich allerdings sehr schwer. Noch vorhandene 4-Nitrobenzylsulfonsa¨ure gibt ein sehr
intensives UV-Signal, welches mit dem UV-Signal von AdoEnIn (29) wa¨hrend der HPLC
teilweise u¨berlagert und dadurch die Abtrennung des AdoMet-Analogons von nicht umge-
setztem AdoHcy (2) sehr erschwert. Aus diesem Grund wird die Aktivierung des Alkohols
alternativ mit Mesylchlorid als Aktivierungsreagenz durchgefu¨hrt (Schema 26).
DCM, u.N., RT
S
O
O
Cl
S
OH O
O O
26 28
Schema 26: Aktivierung des Alkohols 26 als Mesylat.
Die Reaktion wird analog zu der zuvor beschriebenen Aktivierung durchgefu¨hrt. Sie liefert
auch vergleichbare Umsa¨tze in der nachfolgenden Alkylierung von AdoHcy (2). Allerdings
zeigt sich hier eine deutliche Verbesserung der Aufreinigung des AdoMet-Analogons, so
dass die Aktivierung als Mesylat zu bevorzugen ist.
C.5.2 Alkylierung von AdoHcy
Die Alkylierung von AdoHcy (2) mit dem aktivierten Alkohol 27 bzw. 28 wird in einem 1:1
Gemisch von Ameisensa¨ure und Essigsa¨ure durchgefu¨hrt (Schema 27). Nach einer Reakti-
onsdauer von 5 h wird die Reaktion durch Zugabe von Wasser gestoppt und das u¨berschu¨ssi-
ge Alkylierungsmittel hydrolysiert. Der Ansatz wird mit Diethylether extrahiert und das
Produkt AdoEnIn (29) mittels reversed-phase HPLC aufgereinigt. Die Charakterisierung er-
folgt mittels 1H-NMR und ESI-MS. Beide Methoden besta¨tigen die erolgreiche Synthese
des AdoMet-Analogons AdoEnIn (29).
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Schema 27: Synthese des AdoMet-Analogons AdoEnIn (29) .
C.5.3 Modifikations-Restriktions-Test
Das AdoMet-Analogon AdoEnIn (29) wird in Modifikations-Restriktions-Tests eingesetzt,
um festzustellen, ob die DNA-MTasen, bzw. welche DNA-MTasen das AdoMet-Analogon
als Cofaktor akzeptieren. Gleichzeitig kann so auch die Aktivita¨t der Enzyme im Vergleich
mit dem natu¨rlichen Cofaktor AdoMet (1) bestimmt werden.
C.5.3.1 AdoEnIn mit M.TaqI
Offensichtlich ist, dass die DNA-MTase M.TaqI auch dieses AdoMet-Anlogon als Co-
faktor akzeptiert (Abbildung 18). Das Enzym zeigt eine gute katalytische Aktivita¨t mit
AdoEnIn (29). Im Vergleich mit dem natu¨rlichen Cofaktor zeigt das Enzym allerdings eine
um den Faktor 64 geringere Aktivita¨t, da im Vergleich sechs Spuren weniger voll geschu¨tzt
werden. Trotzdem ist die Aktivita¨t von M.TaqI mit AdoEnIn (29) eine der ho¨chsten, vergli-
chen mit den bisher bekannten doppelt-aktivierten AdoMet-Analoga (Dalhoff, 2005). Aller-
dings ist auch hier anzunehmen, dass der Cofaktor AdoEnIn (29) so schnell zefa¨llt, dass die
volle Reaktionsgeschwindigkeit des Enzyms nicht u¨ber die komplette Inkubationsdauer von
4 h gegeben ist. Um dies zu u¨berpru¨fen wird der Modifikations-Restriktions-Test mit einer
Inkubationsdauer von 1 h wiederholt.
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AdoMet(1) Kontrollen AdoEnIn (29)
1 32 4 5 6 7 8 9 1011121314 15 1 2 3 5416 1718 19 20 1 32 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 1415 16 17 18 19 20
Abbildung 18: Modifikations-Restriktions-Aktivita¨tstests mit M.TaqI und AdoMet (1) bzw.
AdoEnIn (29). Die DNA-MTase-Konzentration ist in der ersten Spur sto¨chiometrisch im Be-
zug auf die Zielsequenzen auf λ-DNA und wird von Spur zu Spur halbiert. Die Inkubation der
DNA-MTase erfolgte 4 h bei 60◦C. Kontrollen: 1: λ-DNA; 2: λ-DNA mit M.TaqI inkubiert; 3:
λ-DNA mit M.TaqI und danach mit R.TaqI inkubiert; 4: λ-DNA mit AdoEnIn (29) und danach
mit R.TaqI inkubiert; 5: λ-DNA mit R.TaqI inkubiert; Der geschu¨tzte und der ungeschu¨tzte
Bereich der DNA sind durch eine gestrichelte Linie getrennt.
AdoMet (1) Kontrollen AdoEnIn (29)
1 32 4 5 6 7 8 9 10 111213 1415 1 2 3 54 1 32 4 5 6 7 8 9 10 11121314
Abbildung 19: Modifikations-Restriktions-Aktivita¨tstests mit M.TaqI und AdoMet (1) bzw.
AdoEnIn (29). Die DNA-MTase-Konzentration ist in der ersten Spur sto¨chiometrisch im Be-
zug auf die Zielsequenzen auf λ-DNA und wird von Spur zu Spur halbiert. Die Inkubation
der DNA-MTase erfolgt 1 h bei 60◦C. Kontrollen: 1: λ-DNA; 2: λ-DNA mit M.TaqI inkubiert; 3:
λ-DNA mit M.TaqI und danach mit R.TaqI inkubiert; 4: λ-DNA mit AdoEnIn (29) und danach
mit R.TaqI inkubiert; 5: λ-DNA mit M.TaqI inkubiert; Der geschu¨tzte und der ungeschu¨tzte
Bereich der DNA sind durch eine gestrichelte Linie getrennt.
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Wie in Abbildung 19 zu erkennen ist, werden von M.TaqI mit AdoMet (1) die ersten zehn
Spuren voll geschu¨tzt. Das entspricht auch dem Ergebnis bei vorherigen Tests. Dementspre-
chend werden, gegenu¨ber der Inkubationsdauer von 4 h, vier Spuren weniger geschu¨tzt. In
dem Test von M.TaqI mit AdoEnIn (29) werden nach 1 h Inkubationsdauer sechs Spuren
voll geschu¨tzt, im Gegensatz zu acht Spuren bei 4 h Inkubationsdauer. Diese Vervierfachung
des Umsatzes bei viermal la¨ngerer Inkubationszeit la¨sst auf eine recht hohe Stabilita¨t von
AdoEnIn (29) schließen.
Besonders interessant ist aber der Vergleich mit M.TaqI und AdoPropen (5). Beide AdoMet-
Ana¨loga tragen zur weiteren Aktivierung eine Doppelbindung in β-Stellung zum Sulfonium-
zentrum. Somit kann man den Einfluss der terminalen Dreifachbindung in Konjugation zur
Doppelbindung direkt beobachten. Im vergleichbaren Experiment mit AdoPropen (5) ist bis
zu einem Verha¨ltnis M.TaqI zu Zielsequenzen von 1:16 die DNA voll geschu¨tzt (Dalhoff,
2005). Bei M.TaqI mit AdoEnIn (29) erho¨ht sich dieses Verha¨ltnis auf 1:128. Daraus kann
man schließen, dass die Dreifachbindung in Konjugation zur Doppelbindung sta¨rker aktivie-
rend wirkt als die Doppelbindung alleine. Um den Effekt aber genau einscha¨tzen zu ko¨nnen,
sind noch weitere Versuche notwendig (S. Abschnitt D.5).
C.5.3.2 AdoEnIn mit M.BseCI
AdoMet(1) Kontrollen AdoEnIn (29)
1 32 4 5 6 7 8 9 10 11121314 15 1 2 3 5416 1718 19 20 1 32 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 141516
Abbildung 20: Modifikations-Restriktions-Aktivita¨tstests mit M.BseCI und AdoMet (1) bzw.
AdoEnIn (29). Die DNA-MTase-Konzentration ist in der ersten Spur sto¨chiometrisch im Be-
zug auf die Zielsequenzen auf λ-DNA und wird von Spur zu Spur halbiert. Kontrollen: 1:
λ-DNA; 2: λ-DNA mit M.TaqI inkubiert; 3: λ-DNA mit M.TaqI und danach mit R.Bsu15I inku-
biert; 4: λ-DNA mit AdoEnIn (29) und danach mit R.Bsu15I inkubiert; 5: λ-DNA mit R.Bsu15I
inkubiert; Der geschu¨tzte und der ungeschu¨tzte Bereich der DNA sind durch eine gestrichel-
te Linie getrennt.
57
C ERGEBNISSE UND DISKUSSION
Auch die DNA-Adenin-N6-MTase M.BseCI zeigt mit dem Cofaktor-Analogon
AdoEnIn (29) eine gute Aktivita¨t, die im Modifikations-Restriktions-Test nur um den
Faktor 32 geringer als mit dem natu¨rlichen Cofaktor AdoMet (1).
C.5.3.3 AdoEnIn mit M.HhaI, M.SssI Mutante
In den Modifikations-Restriktions-Tests mit AdoEnIn (29) und den Enzymen M.HhaI oder
M.SssI Q142A zeigte sich keine Aktivita¨t. Eine Erkla¨rung kann sein, dass AdoEnIn (29)
nicht korrekt im aktiven Zentrum der Enzyme gebunden werden kann, so dass keine Reaktion
statt findet.
C.5.3.4 Modifikation von Proteinen mit AdoEnIn (29)
Nicht nur DNA-MTasen wie M.TaqI und M.BseCI ko¨nnen AdoEnIn (29) als Cofaktor nut-
zen. Auch die Protein-MTase Dim5 akzeptiert AdoEnIn (29) als Cofaktor und ist in der Lage,
die Seitenkette auf den Lysinrest an Position neun auf dem Histonprotein H3 zu u¨bertragen.
Allerdings ist das Enzym nicht in der Lage, wie im natu¨rlichen System, eine dreifache Alky-
lierung durchzufu¨hren. In der HR-ESI-MS-Analyse eines Modellpeptides wurde immer nur
eine zusa¨tzliche Seitenkette pro Ziellysin detektiert (Peters, 2009; Peters et al., 2010b,a).
C.5.4 Versuche zur Synthese eines AdoMet-Analogons mit Reporter-
gruppe in der Seitenkette
Im Gegensatz zur Kupplung einer Reportergruppe an enzymatisch modifizierte und damit
funktionalisierte DNA kann man auch versuchen, die Reportergruppe direkt in die Seiten-
kette des Cofaktors einzubringen und damit die DNA in einem Schritt zu markieren (Schema
28, Weg A).
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Schema 28: Schematische Darstellung der Mo¨glichkeiten zur Markierung von DNA mit einer
Reportergruppe (graue Kugel).
Dazu ist es notwendig die Bedingungen der Klick-Reaktion so anzupassen, dass die Re-
aktionsbedingungen mit der Cofaktorstabilita¨t kompatibel sind. D.h. die Reaktion muss im
Sauren ablaufen, muss Wasser als Lo¨sungsmittel tolerieren und in einem Konzentrations-
bereich im unteren millimolaren Bereich mit ausreichender Geschwindigkeit ablaufen. Die
Reaktion wurde daraufhin am Modellsystem Dansylazid 30 mit (E)-2-Penten-4-in-1-ol 26
untersucht (Schema 29).
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Schema 29: Modellreaktion zur Optimierung der Reaktionsbedingungen.
Der fu¨r die Reaktion notwendige Ligand Tris-(benzyltriazolylmethyl)amin (TBTA) fu¨r die
Komplexierung der Kupfer-(I)-Ionen, die in situ durch Reduktion von Kupfer-(II)-Ionen mit
59
C ERGEBNISSE UND DISKUSSION
Natriumascorbat erzeugt werden, wurde freundlicherweise von Prof. V. F. Fokin vom Scripps
Research Institute, Californien, USA zur Verfu¨gung gestellt. Die Klick-Reaktion in Schema
29 wurde zuna¨chst unter den Bedingungen von Fokin et al durchgefu¨hrt (Chan et al., 2004)
und das Produkt mittels EI-MS und NMR charakterisiert. Danach wurden die Bedingungen
und die Konzentrationen der einzelnen Reaktanden variiert, um die optimalen Bedingungen
zur Synthese des AdoMet-Analogons zu ermitteln. Diese Versuche wurden im Mikromol-
maßstab durchgefu¨hrt und per DC analysiert. Es zeigt sich, dass eine Reaktion mit Kon-
zentrationen von Azid und AdoEnIn (29) von jeweils 2 mM bei RT und unter sauren pH
Verha¨ltnissen (pH kleiner 4) mo¨glich ist. Der Zusatz von tert-Butanol zum Lo¨sungsmittel ist
zwingend erforderlich, da sich TBTA nicht in Waser lo¨st. Unter diesen Bedingungen wird
nun die Synthese des entsprechenden AdoMet-Analogons anvisiert.
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Schema 30: Syntheseroute zum Cofaktor-Analogon AdoClick.
Bei der Durchfu¨hrung der Reaktion zeigt sich jedoch, dass kein entsprechendes AdoMet-
Analogon gebildet wird (Schema 30). Durch Stabilita¨tstests mit AdoEnIn (29) und den
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verschiedenen Komponenten der Reaktionsmischung zeigt sich, dass der Cofaktor sowohl
in Gegenwart von Kupfer-(II)-Ionen als auch in Gegenwart des Reduktionsmittels Natriu-
mascorbat alleine stabil ist. Erst durch die Kombination beider Komponenten setzt ein Zerfall
von AdoEnIn (29) ein. Die Dekomposition kann somit auf die in situ gebildeten Kupfer-(I)-
Ionen zuru¨ckgefu¨hrt werden und es bildet sich zuna¨chst AdoHcy (2) als Hauptzerfallspro-
dukt (Abbildung 21). Somit sind Kupfer-(I)-katalysierte Reaktionen fu¨r die Herstellung von
AdoMet-Analoga mit Markierungen an den Seitenketten nicht mo¨glich.
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Abbildung 21: HPLC-Analyse der Syntheseansa¨tze von AdoClick (Methode J, E.3.6.10).
Die Identifikation der einzelnen Verbindungen erfolgte durch LC-ESI-MS.
Da auf diese Weise eine Markierung von DNA in einem Schritt nicht mo¨glich ist, soll nun
zuna¨chst die Seitenkette des Cofaktors auf die DNA u¨bertragen und dann die Cycloadditi-
onsreaktion durchgefu¨hrt werden (Schema 28, Weg B).
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C.5.5 Labeling von DNA mit Klick-Chemie
Als Testsystem wurde zuna¨chst ein kurzes Oligodesoxynucleotid (ODN I·II, E.1.2) aus-
gewa¨hlt, das die palindromische Zielsequenz TCGA (die Zielbase ist fett gedruckt) fu¨r die
DNA-MTase M.TaqI entha¨lt. Der Gegenstrang liegt hier bereits methyliert vor, so dass nur
eine Modifikationsstelle innerhalb des Duplexes vorliegt. Das Duplex-ODN entha¨lt zudem
ein weiteres Adenin ausserhalb der Zielsequenz, so dass auch die Spezifita¨t der enzymkata-
lysierten Reaktion untersucht werden kann.
C.5.5.1 Enzymatische Fragmentierung kurzer Duplex-ODN zum Nachweis des mar-
kierten Nucleosides
Das Duplex-ODN I·II wird mit M.TaqI und AdoEnIn (29) u¨ber Nacht bei 37◦C inkubiert.
Die enzymatisch modifizierte DNA wird isoliert und in zwei Ansa¨tze aufgeteilt. Der erste
Ansatz wird zur Kontrolle der enzymatischen Reaktion mit Nuclease P1 und Alkalischer
Phosphatase fragmentiert. Man erha¨lt die einzelnen Nucleoside, die durch reversed-phase
HPLC getrennt und quantifiziert werden. Der zweite Ansatz wird mit Biotin-Azid (32), dass
u¨ber einen Linker ein terminales Azid tra¨gt, umgesetzt. Anschließend wird auch diese DNA
isoliert, fragmentiert und durch reversed-phase HPLC analysiert (Schema 31, Abb. 22).
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Schema 31: Reaktionsschema zur Modifikation von DNA mit Biotin.
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Abbildung 22: HPLC-Analyse der Biotinylierung von Duplex-ODN I·II. Zuna¨chst wird das
Duplex-ODN mit M.TaqI und AdoEnIn (29) modifiziert, anschließend wird das modifizierte
Duplex-ODN mit Biotinazid 32 umgesetzt. Gezeigt ist die Nucleosidzusammensetzung des
Duplex-ODN nach Fragmentierung durch Nuclease P1 und Alkalischer Phosphatase. Die
Identifikation der einzelnen Verbindungen erfolgt durch ESI-MS.
Durch die Modifikation der DNA erha¨lt man ein neues Signal bei einer Retentionszeit von
32.6 min. Das Signal wird durch ESI-MS als dAEnIn identifiziert. Das zeigt, dass eine Mo-
difikation durch das Enzym statt gefunden haben muss. Nach der Modifikation mit dem
Biotin-PEG-Azid erha¨lt man ein anderes, zusa¨tzliches Signal bei 32.1 min. Dieses wird
durch ESI-MS als dABiotin identifiziert. Damit ist gezeigt, dass mit Hilfe von M.TaqI zu-
sammen mir AdoEnIn (29) kurze DNA sequenzspezifisch modifiziert werden kann. Durch
nachfolgende Kupplung mit Biotin-Azid (32) kann man die DNA mit Biotin als Reporter-
gruppe markieren. Allerdings ist die Ausbeute der Reaktion noch nicht quantitativ, so dass
eine weitere Optimierung notwendig ist. Zur Optimierung wird die Klick-Reaktion Kupfer-
katalysiert nach einer Vorschrift von Peters (Peters, 2009) fu¨r 4 h bei einer Temperatur von
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37◦C durchgefu¨hrt. Diese Bedingungen unterscheiden sich von den Bedingungen von Fokin
(Chan et al., 2004) im Wesentlichen durch den Einsatz von L-Prolin an Stelle von TBTA
als Ligand fu¨r die Kupferionen. Dadurch ist es mo¨glich auf tert-Butanol im Lo¨sungsmit-
tel zu verzichten. Nach der Fragmentierung durch Nuclease P1 und Alkalische Phosphatase
wird die Nucleosidzusammensetzung erneut durch reversed-phase HPLC analysiert. Man
erkennt ein zusa¨tzliches Signal bei Rt= 32.0 min, ein weiteres Signal bei Rt= 32.6 min ist
jedoch nicht zu erkennen. Vergleicht man die Retentionszeiten wu¨rde das bedeuten, dass
die Biotinylierung hier quantitativ verla¨ufen ist, allerdings konnte das markierte Nucleosid
massenspektrometrisch nicht nachgewiesen werden, da die Menge an Nucleosid dafu¨r nicht
ausreichend war. Dieser Versuch muss also nochmals in gro¨ßerem Maßstab durchgefu¨hrt
werden, um das markierte Nucleosid zu charakterisieren.
Da die DNA-MTasen DNA sequenzspezifisch modifizieren, kann man u¨ber die Wahl der
DNA-MTase verschiedenste Stellen der DNA alkylieren. Einzige Bedingung ist, dass das
Enzym AdoEnIn (29) als Cofaktor akzeptieren muss. Daru¨ber hinaus ist man durch die nach-
folgende Kupplungsreaktion sehr variabel in der Wahl der Reportergruppe. Mann muss die
Reportergruppe nur mit einem Azid versehen, um die Cycloaddition durchfu¨hren zu ko¨nnen.
Das macht diese Methode zur Markierung von DNA sehr vielseitig und stellt damit eine Be-
reicherung der mTAG-Methode dar. Daru¨ber hinaus sind die beiden beteiligten funktionellen
Gruppen bioorthogonal, so dass diese Methode auch auf andere Biomoleku¨le u¨bertragbar
sein sollte.
C.5.6 Markierung von Proteinen mit AdoEnIn (29)
In unserer Arbeitsgruppe wurde von Frau Dr. Wibke Peters die Seitenkette von AdoEnIn (29)
auf ein Protein u¨bertragen und das modifizierte Protein mit einer Reportergruppe gekuppelt.
Als Substrat fu¨r die Markierung der terminalen Dreifachbindung durch Klick-Chemie wurde
ebenfalls das Biotin-Azid 32 verwendet (Peters, 2009). Diese Protein-Modifikation ist mit
den bisherigen mTAG Cofaktoren nicht mo¨glich gewesen, da diese eine Aminogruppe als
weitere Funktionalita¨t zum Anbringen einer Reportergruppe tragen. Nachfolgende Markie-
rungen mit Amin-reaktiven Gruppen wu¨rden natu¨rlich unerwu¨nschte Nebenreaktionen mit
Aminogruppen des Proteins zur Folge haben.
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D.1 AdoBenz und AdoBenz4Me
Die benzylischen AdoMet-Analoga AdoBenz (12) und AdoBenz4Me (13) (Abbildung 23)
wurden synthetisiert, durch 1H-NMR und ESI-MS charakterisiert und ihre biologische Ak-
tivita¨t mit DNA-MTasen getestet. Die sequenzspezifische ¨Ubertragung der Benzyl- bzw.
Methylbenzyl-Gruppe auf kurze Duplex-ODN durch M.TaqI bzw. M.TaqI V21G wurde
durch enzymatische Fragmentierung des modifizierten Duplex-ODN nachgewiesen. Daru¨ber
hinaus konnte das durch Umsetzung von AdoBenz (12) durch M.TaqI bzw. M.TaqI V21G
gebildete modifizierte Zielnucleosid nach enzymatischer Fragmentierung des Produkt-
Duplexes durch ESI-MS als dABenz identifiziert werden.
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Abbildung 23: Strukturen der AdoMet-Analoga mit aromatischer Seitenkette.
Durch einen UV-spektroskopischen Aktivita¨tstest wurden die enzymkinetischen Parame-
ter fu¨r M.TaqI und M.TaqI V21G bestimmt. Der KM-Wert der DNA-MTase M.TaqI fu¨r
AdoBenz (12) ist im Rahmen der Messgenauigkeit identisch mit der KM-Wert von M.TaqI
fu¨r AdoMet (1). Der kkat -Wert von M.TaqI mit AdoBenz (12) ist um den Faktor 4 ho¨her
als der kkat -Wert von M.TaqI mit AdoMet (1) (Tabelle 2, C.1.3). Damit wurde erstmals
ein AdoMet-Analogon mit verla¨ngerter Seitenkette dargestellt, das deutlich schneller von
M.TaqI umgesetzt wird als der natu¨rliche Cofaktor. Die Mutante M.TaqI V21G bindet
AdoBenz (12) zwar besser, wie aus dem KM-Wert hervorgeht, allerdings wird der Cofaktor
nicht ganz so schnell wie mit dem Wildtyp umgesetzt (Tabelle 2, C.1.3). Mit dem methylier-
ten AdoBenz-Analogon AdoBenz4Me (13) wurde eine weitere Erho¨hung der katalytischen
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Umsatzzahl kkat im Vergleich zu AdoBenz (12) erzielt. Besonders ausgepra¨gt ist diese Ak-
tivita¨tserho¨hung mit der M.TaqI Mutante V21G. Die Modifikation von λ-DNA, analysiert
mit Hilfe eines Modifikations-Restriktions-Aktivita¨tstests mit der DNA-Adenin-N6-MTase
M.TaqI und den Cofaktor Anloga AdoBenz (12) bzw. AdoBenz4Me (13), zeigt deutliche
Unterschiede zu den UV-kinetischen Ergebnissen. Zu diesen Untersuchungen mit λ-DNA
ist anzumerken, dass in diesen Modifikations-Restriktions-Aktivita¨tstests das Vermo¨gen der
DNA-MTase, die DNA vor Fragmentierung durch eine modifikationssensitive, kognate Res-
triktionsendonuclease zu schu¨tzen, bestimmt wird. Daher werden die Inkubationen u¨ber
la¨ngere Zeitra¨ume durchgefu¨hrt, bei denen es zu teilweisem Zerfall der AdoMet-Analoga
kommen kann. Aufgrund der geringeren Stabilita¨t der AdoMet-Analoga mit einer benzyli-
schen Seitenkette im Vergleich zu AdoMet (1) zeigen sich daher in diesem Test geringere
Aktivita¨ten fu¨r die AdoMet-Analoga als im UV-spektroskopischen Aktivita¨tstest. Im Ge-
gensatz zum Modifikations-Restriktions-Test werden in diesem Test die Anfangsreaktions-
geschwindigkeiten wa¨hrend der ersten ca. 30 s nach der Enzymzugabe gemessen. Durch
Verringerung der Reaktionszeit und der Temperatur fu¨r den Modifikations-Restriktions-Test
ko¨nnen diese qualitativen Unterschiede im Rahmen der Messgenauigkeit beseitigt werden.
Tabelle 3: Spezifische Aktivita¨ten von M.TaqI und M.TaqI V21G mit AdoBenz (12) und
AdoBenz4Me (13) bei verschiedenen Temperaturen. Zum Vergleich sind die spezifischen
Aktivita¨ten des natu¨rlichen Cofaktors AdoMet (1) mit aufgefu¨hrt.
Temperatur Aktivita¨t / u/µg
/◦C AdoMet (1) AdoBenz (12) AdoBenz4Me (13)
M.TaqI M.TaqI V21G M.TaqI M.TaqI V21G M.TaqI M.TaqI V21G
60 * 5160 320 640 n.b 5160 n.b
60 ** 1280 80 640 2560 5160 5160
37 ** 160 2 160 640 1280 640
* Inkubationszeit 4h
** Inkubationszeit 1h
Durch die geringere Reaktionsdauer und die geringere Temperatur sieht man, dass die
Aktivita¨ten der Enzyme mit den jeweiligen Cofaktoren relativ zueinander fu¨r beide Akti-
vita¨tstests zueinander passen. Die scheinbar geringere Aktivita¨t, bedingt durch die Instabi-
lita¨t der Cofaktoren mit benzylischer Seitenkette, wurde damit ausgeglichen. Allerdings sind
die Absolutwerte fu¨r die katalytische Umsatzzahl kkat immer noch nicht vergleichbar, da in
den Modifikations-Restriktions-Tests nur der Durchschnittswert u¨ber 1 h gemittelt ablesbar
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wa¨re und auch nur mit großen Ungenauigkeiten.
D.2 AdoIodBenz
Um nun die hohe Aktivita¨t der Enzyme mit den Cofaktoren mit benzylischer Seitenkette zu
nutzen, wird die Synthese von AdoIodBenz angestrebt. Nach ¨Ubertragung der Seitenkette
auf die DNA wa¨re eine Markierung u¨ber eine Sonogashira-Reaktion mo¨glich. Allerdings
ist die Darstellung nicht erfolgreich, da keine der durchgefu¨hrten Alkylierungsreaktionen
das gewu¨nschte Produkt liefert. Im Gegensatz zu der Methylgruppe von AdoBenz4Me (13)
wirkt das Iod-Atom am Aromaten desaktivierend. Das kann eine Erkla¨rung sein, warum die
Synthese nicht mo¨glich ist.
D.3 AdoFurfuryl
Im Rahmen dieser Arbeit wurde AdoFurfuryl (18) erfolgreich aus (Z)-2-Buten-4-
furfurylthiocarbamat-1-ol 16 und AdoHcy (2) nach Aktivierung des Alkohols 16 darge-
stellt (Schema 32) und durch ESI-MS charakterisiert. In den Experimenten mit der DNA-
Adenin-N6-MTase M.TaqI zeigte sich jedoch keine Aktivita¨t des Enzyms mit diesem Co-
faktor. Da andere Cofaktoren, die eine Doppelbindung in β-Stellung zum Sulfoniumzen-
trum haben, von M.TaqI akzeptiert werden, stellt sich die Frage, warum dieses AdoMet-
Analogon von M.TaqI nicht akzeptiert wird. Eine Kristallstruktur von M.TaqI im Komplex
mit AdoFurfuryl (18) wa¨re hilfreich, diese Frage zu kla¨ren.
Es sollten auch weitere MTasen mit diesem AdoMet-Analogon getestet werden, um die Co-
faktoreigenschaften vollsta¨ndig zu erfassen. Bei der Vielzahl an bekannten MTasen mit un-
terschiedlichsten Erkennungssequenzen ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass MTasen ge-
funden werden, die AdoFurfuryl (18) als Cofaktor akzeptieren.
Sollte ein Enzym gefunden werden, dass AdoFurfuryl (18) als Cofaktor akzeptiert, wa¨re
dieser Cofaktor eine Bereicherung der bisherigen mTAG-Bibliothek, da die Furfurylgruppe
u¨ber eine [2+4]-Cycloaddition mit markierten Maleimiden verknu¨pft werden kann (Schema
33).
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Schema 32: ¨Ubersicht u¨ber die Synthese von AdoFurfuryl (18).
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Schema 33: Schema zur Markierung von DNA mit Hilfe von AdoFurfuryl (18).
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D.4 AdoDis
Das Ado-Met Analogon AdoDis (19) wurde synthetisiert (Schema 34) und durch ESI-MS
charakterisiert. Die Seitenkette zur Alkylierung von AdoHcy (2) wurde auf zwei verschiede-
nen Routen dargestellt (Schema 35).
O
S
OH
OH
CO2HH2N
N
NN
N
NH2
O
S
OH
OH
CO2HH2N
N
NN
N
NH2
HCOOH/CH3COOH
20 h, RT, 7%
S
S
O
2
O O
S
S
O
S
OO
23 33
19
Schema 34: Synthese von AdoDis (19) durch Alkylierung von AdoHcy (2).
Dabei zeigte sich, dass der Einsatz der TBS-Schutzgruppe nicht notwendig ist. Im Gegenteil,
der Einsatz der Schutzgruppe fu¨hrt dazu, dass die Gesamtausbeute sinkt und zwei zusa¨tzli-
che Synthesestufen die Synthese verla¨ngern.
Der Cofaktor AdoDis (19) wurde mit verschiedenen DNA-MTasen getestet. Dabei zeigen
nur die DNA-Adenin-N6-MTasen M.TaqI und M.BseCI Aktivita¨t mit diesem Cofaktor. Da-
mit ist nun erstmals eine Seitenkette, die ein Disulfid entha¨lt auf DNA u¨bertragen worden.
Interessanterweise wird die Seitenkette nur in Gegenwart von Redutionsmitteln (DTT, β-
Mercaptoethanol) u¨bertragen, so dass davon auszugehen ist, dass das Disulfid gespalten wur-
de (Schema 36). In der Fortfu¨hrung ko¨nnten nun noch andere MTasen getestet werden, nicht
nur DNA-MTasen sondern auch RNA- oder Protein-MTasen.
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Schema 35: Synthese der Seitenkette von AdoDis (19). Route A: Mit Einsatz der TBS-
Schutzgruppe; Route B: Ohne Einsatz der TBS-Schutzgruppe.
Tabelle 4: Spezifische Aktivita¨ten verschiedener DNA-MTasen mit AdoDis (19). Zum Ver-
gleich sind die spezifischen Aktivita¨ten des natu¨rlichen Cofaktors AdoMet (1) mit aufgefu¨hrt.
Enzym Ziel- AdoMet (1) AdoDis (19) bisher bestes Analogon
position Aktivita¨t / u/µg Aktivita¨t / u/µg Cofaktor Aktivita¨t / u/µg
M.TaqI N6-Adenin 5128* 10* AdoButin 1280**
M.BseCI N6-Adenin 24094** 0.1** AdoPropen 19**
* Inkubationszeit 1h ** Inkubationszeit 4h
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Diese Seitenkette kann nun im Folgenden mit Detergenzien wie DTT oder β-
Mercaptoethanol gespalten werden, um damit ein terminales, freies Thiol zu erhalten. Dies
kann dann in einem zweiten Schritt mit einer Reportergruppe, die als reaktive Gruppe ein
Maleimid tra¨gt, gekuppelt werden. So hat man dann eine weitere Mo¨glichkeit, Biomoleku¨le
wie DNA, RNA oder Proteine zu markieren (Schema 36).
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Schema 36: Schema zur Markierung von DNA mit Hilfe von AdoDis (19).
D.5 AdoEnIn
Das AdoMet-Analogon AdoEnIn (29) wurde synthetisiert, durch 1H-NMR und ESI-MS
charakterisiert und mit verschiedenen DNA-MTasen getestet. Es zeigt sich eine Aktivita¨t
mit den DNA-MTasen M.TaqI und M.BseCI. Da bei AdoEnIn (29) eine Doppelbindung
in β-Stellung zum Sulfoniumzentrum zur Doppelaktivierung genutzt wird, lohnt sich auch
ein Vergleich mit der Aktivita¨t von DNA-MTasen und AdoPropen (5) (Abb. 24). Dieses
Cofaktor-Analogon wurde schon fru¨her synthetisiert und in DNA-MTase-katalysierten Re-
aktionen eingesetzt (Dalhoff, 2005).
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Abbildung 24: Strukturen der AdoMet-Analoga AdoEnIn (29) und AdoPropen (5) .
Im Modifikations-Restriktions-Test kann man erkennen, dass die Aktivita¨t von M.TaqI mit
AdoEnIn (29) um den Faktor 8 gro¨ßer ist, als die Aktivita¨t von M.TaqI mit AdoPropen (5)
(Tabelle 5). Der strukturelle Unterschied in den Seitenketten, der fu¨r die ho¨here Aktivita¨t
des Enzyms mit AdoEnIn (29) verantwortlich sein ko¨nnte, ist die konjugierte Dreifach-
bindung von AdoEnIn (29). Allerdings ist dieses eine Beispiel nicht ausreichend um
allgemeine Aussagen daru¨ber treffen zu ko¨nnen, wie sich ein konjugiertes pi-Systeme auf
die Doppelaktivierung auswirkt. Um diesen Effekt abscha¨tzen zu ko¨nnen, mu¨ssten weitere
Cofaktor-Analoga mit unterschiedlichen konjugierten pi-Systemen synthetisiert werden.
Allerdings muss man dabei beru¨cksichtigen, dass mit einem ausgedehnteren pi-System
gleichzeitig auch der sterische Anspruch wa¨chst, was natu¨rlich dazu fu¨hren kann, dass die
Seitenkette und damit der Cofaktor weniger gut ins aktive Zentrum des Enzyms passt.
Tabelle 5: Spezifische Aktivita¨ten verschiedener DNA-MTasen mit AdoEnIn (29) und
AdoPropen (5). Zum Vergleich sind die spezifischen Aktivita¨ten des natu¨rlichen Cofaktors
AdoMet (1) mit aufgefu¨hrt. Die Inkubation erfolgte fu¨r jeweils 4 h.
Enzym Ziel- AdoMet (1) AdoEnIn (29) AdoPropen (5)
position Aktivita¨t / u/µg Aktivita¨t / u/µg Aktivita¨t / u/µg
M.TaqI N6-Adenin 2560 640 80
M.BseCI N6-Adenin 15360 480 19
M.RsrI N6-Adenin 160 0 2.5
M.HhaI Q82A C5-Cytosin 115 0 14
M.HhaI C5-Cytosin 115 0 7
Es ist auch gelungen, DNA zu markieren. Ein kurzes Duplex-Oligodesoxynucleotid (ODN)
wurde mit M.TaqI und AdoEnIn (29) modifiziert. Die DNA wurde isoliert und in einem
zweiten Schritt mit einem Biotin-Azid umgesetzt. Das Duplex-ODN wurde dann enzyma-
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tisch fragmentiert und mittels reversed-phase HPLC analysiert. Die einzelnen modifizierten
Nucleoside wurden anschließend mit ESI-MS charakterisiert.
AdoEnIn (29) ist nicht nur in der Lage, von DNA-MTasen umgesetzt zu werden, sondern
auch von den Protein-MTasen Dim5 und Clr4. Mit Hilfe der Protein-MTase Dim5 ist
es gelungen, Proteine mit einem Biotin-Azid zu markieren (Peters, 2009; Peters et al.,
2010b,a).
Dieses System ist so angelegt, dass es nicht nur auf Biotin als Marker beschra¨nkt ist. Man
kann prinzipiell jedes beliebige Moleku¨l mit einem Azid mit Hilfe von AdoEnIn (29)
und der entsprechenden MTase mit dem Zielmoleku¨l der MTase kuppeln. So ist es damit
auch mo¨glich die Zielsequenzen von MTasen zu bestimmen oder den Methylierungsstatus
eines Zielmoleku¨ls abzufragen. Das Zielmoleku¨l wird mit der entsprechenden MTase und
AdoEnIn (29) modifiziert und durch Cycloaddition markiert. So erha¨lt man ein pra¨zises
Bild daru¨ber, welche Stellen eines Zielmoleku¨ls bereits methyliert, bzw. nicht methyliert
vorliegen und jetzt an dieser Stelle eine Markierung tragen.
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E Experimenteller Teil
E.1 Materialien und Methoden
E.1.1 Chemikalien
Fu¨r alle Ansa¨tze und Puffer wird ausschließlich Wasser eingesetzt, das durch eine Reinst-
wasseranlage aufbereitet wurde. Sa¨mtliche Chemikalien sind vom Reinheitsgrad puriss. p. a.
oder p. a. und werden von folgenden Firmen bezogen:
Chemikalie Firma
Acetonitril J.T. Baker (Griesheim), Promochem (Wesel)
S-Adenosyl-L-homocystein (AdoHcy) Sigma (Taufkirchen)
Agarose Invitrogen (Palslay)
Ameisensa¨ure J.T. Baker (Griesheim)
Ammoniak, 32%ige Lo¨sung in Wasser Merck (Darmstadt)
Benzylbromid Sigma (Taufkirchen)
Borsa¨ure Gerbu (Gaiberg)
3-Brompropylamin Hydrobromid Sigma (Taufkirchen)
(Z)-2-Buten-1,4-diol Fluka Taufkirchen
tert-Butyldimethylsilylchlorid Merck (Darmstadt)
Dansyl-Chlorid Fluka (Taufkirchen)
Diethylazodicarboxylat (DEAD) Alfa Aesar (Karlsruhe)
d6-Dimethylsulfoxid Sigma (Taufkirchen)
2,4-Dinitrobenzoylsulfonylchlorid Fluka Taufkirchen
D,L-Dithiothreitol (DTT) Fluka (Taufkirchen)
EDTA (Dinatriumsalz) Fluka (Taufkirchen)
Essigsa¨ure Riedel deHae¨n (Hannover)
Ethanol Merck (Darmstadt)
Ethidiumbromid Roth (Karlsruhe)
Furfurylisothiocyanat Sigma (Taufkirchen)
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Glycerin Gerbu (Gaiberg)
Kaliumacetat J.T. Baker (Griesheim)
Kaliumchlorid Merck (Darmstadt)
Kupferiodid Fluka (Darmstadt)
Kupfer(II)sulfat Riedel deHae¨n (Hannover)
Magnesiumchlorid Hexahydrat Riedel deHae¨n (Hannover)
Methanol, HPLC grade Promochem (Wesel)
Methansulfonylchlorid Merck (Darmstadt)
4-Methylbenzylbromid Alfa Aesar (Karlsruhe)
Natriumascorbat Sigma (Darmstadt)
Natriumazid J.T. Baker (Griesheim)
Natriumhydrid (60 Gew.-% in Paraffin) Sigma (Taufkirchen)
Natriumhydroxid J.T. Baker (Griesheim)
Natriumsulfat Merck (Darmstadt)
4-Nitrobenzoylsulfonylchlorid Fluka Taufkirchen
2-Penten-4-in-1-ol (90% ) Alfa Aesar Karlsruhe
Prolin Gerbu (Gaiberg)
Silbernitrat Degussa (Du¨sseldorf)
Tetrabutylammoniumfluorid Trihydrat Sigma (Taufkirchen)
Tetrahydrofuran Merck (Darmstadt)
Tetrahydrofuran (abs.) Sigma (Taufkirchen)
Tetrahydrofuran, abs. Fluka (Taufkirchen)
Thioessigsa¨ure Fluka (Taufkirchen)
Triethylamin Fluka (Taufkirchen)
Trifluoressigsa¨ure Fluka (Taufkirchen)
Triphenylphosphin Merck (Darmstadt)
Tris Roth (Karlsruhe)
Tris-Base Gerbu (Gaiberg)
Tris-Acetat Fluka (Taufkirchen)
Tris-Hydrochlorid Gerbu (Gaiberg)
Triton X-100 Fluka (Taufkirchen)
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Triton X-100 reduziert Sigma (Taufkirchen)
Zinkacetat Dihydrat Fluka (Taufkirchen)
Daru¨ber hinaus werden folgende technische Lo¨sungsmittel aus der Lo¨sungsmittelausgabe
des Institus fu¨r Organische Chemie bezogen und durch Destillation gereinigt:
Aceton tert-Butanol
Chloroform Cyclohexan
Dichlormethan Diethylether
Ethanol Ethylacetat
Isopropanol Methanol
Pentan Petrolether
Toluol
Folgende Chemikalien und Stoffe wurden freundlicherweise zur Verfu¨gung gestellt:
TBTA Valery F. Vokin, Scripps Research Institute, La Jolla, USA
TPTA Sophie Willnow, eigener Arbeitskreis
AdoGABANH2 S. Klimasauskas, Institute of Biotechnologie, Vilnius, Litauen
Biotin-Azid Wibke Peters, eigener Arbeitskreis
E.1.2 Oligodesoxynucleotide
Die Oligodesoxynucleotide (ODN) werden durch Festphasen-DNA-Synthese nach der
Phosphoramidit-Methode im Arbeitskreis von Frau Dr. S. Peters und Herrn Dr. M. Bahr
synthetisiert und durch reversed phase HPLC gereinigt. Zur Synthese wird ein DNA/RNA-
Syntheseautomat 392 der Firma Applied Biosystems (Darmstadt) verwendet. Die Konzen-
tration der gereinigten ODN wird mit Hilfe der angegebenen Extinktionskoeffizienten UV-
spektroskopisch bestimmt. Es werden ODN mit folgenden Sequenzen eingesetzt:
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ODN I 14mer CCCGTCGAGGTC
ODN II 14mer GACCTCGAMeCGGG
E.1.3 λ-DNA
λ-DNA wird von der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen.
E.1.4 Enzyme
Es werden die folgenden, kommerziell erha¨ltlichen Enzyme verwendet:
Alkalische Phosphatase aus Ka¨lberdarm MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
R.BstUI New England Biolabs (Frankfurt a. M.)
R.Bsu15I MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
R.MboI MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
R.TaqI MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
Nuclease P1 Sigma (Taufkirchen)
Daru¨ber hinaus werden folgende Enzyme eingesetzt:
M.TaqI und Mutante:
Die DNA-Adenin-N6-MTase M.TaqI aus Thermus aquaticus wird nach literaturbekannter
Methode (Holz et al., 1998) im Arbeitskreis von Frau K. Glensk in E. coli u¨berexprimiert
und gereinigt. Nach der Befreiung von gebundenem Cofaktor (Goedecke et al., 2001) wird
das Enzym in Lagerpuffer (10 mM TrisHCl, pH 7.4, 300 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 55%
Glycerin) mit DTT (1 mM) als auch in Lagerpuffer ohne DTT zur Verfu¨gung gestellt.
Die Mutante M.TaqI V21G wird im Arbeitskreis von Frau Dr. A. Monami durch PCR-
Mutagenese hergestellt (Ho et al., 1989). Nach Transformation des E. coli-Stammes
ER2267 wird das Enzym nach literaturbekanntem Verfahren (Holz et al., 1998) in E. coli
u¨berexprimiert, gereinigt und von gebundenem Cofaktor befreit (Goedecke et al., 2001).
M.BseCI:
Die DNA-Adenin-N6-MTase M.BseCI aus Bacillus stearothermophilus wird freundlicher-
weise von Herrn Prof. Dr. M. Kokkinidis (University of Crete, Heraklion, Griechenland) zur
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Verfu¨gung gestellt.
M.RsrI:
Die DNA-Adenin-N6-MTase M.RsrI aus Rodobacter sphaeroides wird freundlicherweise
von Herrn Prof. Dr. R. I. Gumport (University of Illinois, Urbana, IL, USA) zur Verfu¨gung
gestellt.
Ssp-DAM:
Die cofaktorfreie DNA-Adenin-N6-MTase SspDAM aus Salmonella choleraesuis wird im
Arbeitskreis von Herrn Dipl.-Biol. P. Poot zur Verfu¨gung gestellt.
M.SssI und Mutanten:
Die cofaktorfreie DNA-Cytosin-C5-MTase M.SssI und die Mutante M.SssI Q142A aus
Mycoplasma Sp. Stamm MQ1 wird im Arbeitskreis von Frau Dr. A. Monami zur Verfu¨gung
gestellt.
Die Doppel-Mutante M.SssI Q142A N370A wird freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. S.
Klimasauskas (Institute of Biotechnology, Vilnius, Litauen) zur Verfu¨gung gestellt.
M.HhaI und Mutanten:
Die DNA-Cytosin-C5-MTase M.HhaI aus Haemophilus haemolyticus und die Triple-
Mutante M.HhaI Q82A Y254S N304A wird freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. S.
Klimasauskas (Institute of Biotechnology, Vilnius, Litauen) zur Verfu¨gung gestellt.
M.Eco31I N127A Q233A:
Die Doppel-Mutante M.Eco31I N127A Q233A der DNA-Cytosin-C5-MTase M.Eco31I aus
Escherichia Coli wird freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. S. Klimasauskas (Institute of
Biotechnology, Vilnius, Litauen) zur Verfu¨gung gestellt.
M.HpaII Q104A N335A:
Die Doppel-Mutante M.HpaII Q104A N335A der DNA-Cytosin-C5-MTase M.HpaII aus
Haemophilus parainfluenzae wird freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. S. Klimasauskas
(Institute of Biotechnology, Vilnius, Litauen) zur Verfu¨gung gestellt.
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E.2 Verwendete Gera¨te
E.2.1 Reinstwasseranlage
Zur Herstellung des Reinstwassers wird ein Wasserreinigungssystem MilliQ academic mit
vorgeschalteter Elix 3 Anlage der Firma Millipore verwendet. Das Reinstwasser hat nach
der Aufbereitung einen Widerstand von 18.2 MΩ ·cm.
E.2.2 Gefriertrocknung
Bei Volumina bis 2 mL wird eine Speed Vac Plus SC 110A mit der Ku¨hleinheit Refridgerated
Vapor Trap RVT 100 der Firma Savant eingesetzt. Zur Gefriertrocknung gro¨ßerer Volumina
wird eine Gefriertrocknungsanlage alpha 1-2 LD der Firma Christ verwendet.
E.2.3 Zentrifugation
Proben in Eppendorf-Gefa¨ßen werden entweder in einer Centrifuge 5415D oder einer Mini-
Spin plus der Firma Eppendorf (Ko¨ln) zentrifugiert. Die Zentrifugen werden mit 14000 rpm
bzw. mit 13200 rpm betrieben.
E.2.4 pH-Wert Bestimmung
Zur Bestimmung von pH-Werten kommt ein pH-Meter 766 Calimatic der Firma Knick (Ber-
lin) zum Einsatz.
E.2.5 Temperierung von Reaktionsansa¨tzen
Zur konstanten Temperierung von enzymatischen Reaktionen und Proben werden ein In-
kubationsschrank Mini 10 der Firma MWG Biotech (Ebersberg), ein Brutschrank Function
Line der Firma Hereaus (Hanau) und fu¨r Temperaturen u¨ber 65◦C ein Heizblock HBT 130
der Firma HLC eingesetzt.
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E.2.6 Agarose-Gelelektrophorese
Fu¨r die Agarose-Gelelektrophorese kommt ein System mit einem Powerpack 300 der Firma
BioRad (Mu¨nchen) zum Einsatz.
E.3 Instrumentelle Methoden
E.3.1 UV/Vis-Spektroskopie
Zur Messung von UV-Spektren und zur Konzentrationsbestimmung wird ein Gera¨t Cary
3E der Firma Varian (Darmstadt) eingesetzt. Gemessen werden die Proben in einer Quarz-
glasku¨vette mit einer Schichtdicke von 1 cm.
E.3.1.1 Konzentrationsbestimmung durch UV-Vis-Spektroskopie
Zur Bestimmung der Konzentration wird die Substanz in Wasser gegeben, so dass die
Ku¨vette (Schichtdicke 1 cm, Volumen 1 mL) mindestens 700 µL Lo¨sung entha¨lt. Es wird
die Absorption bei λ = 260 nm und λ = 280 nm gemessen. Es wird so viel Substanz gelo¨st,
dass die Absorption zwischen 0.1 und 1 OD liegt. Bei ODN wird dazu ODN-Stammlo¨sung
(2 µL) in Wasser (698 µL) gegeben und die Extinktion bei einer Wellenla¨nge von λ = 260 nm
bestimmt. Der molare Extinktionskoeffizient der ODN wird mit Hilfe der nearest neighbour
Methode (Cantor et al., 1970) unter Verwendung der Dinucleotid-Koeffizienten aus Fasman
(1976) berechnet. Das modifizierte Nucleosid dAMe wird dabei wie das unmodifizierte
Nucleosid dA (ε260 = 15400 L·mol−1cm−1) behandelt.
E.3.2 NMR-Spektroskopie
Die NMR-Spektren werden mit einem Mercury 300 (300 MHz) oder einem Inova 400 (400
MHz) NMR-Spektrometer der Firma Varian (Darmstadt) bei RT mit Tetramethylsilan (TMS
= 0.00 ppm) als internem Standard aufgenommen. Die Kopplungskonstanten sind in Hertz
(Hz) und die Multiplizita¨ten wie folgt angegeben: s = Singulett, d = Duplett, t = Triplett, q =
Quartett, m = Multiplett.
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E.3.3 Massenspektrometrie
ESI-Massenspektren werden mit einem Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometer des
Typs LCQ DECA XP Plus der Firma Finnigan (Dreieich) aufgenommen. Die Proben wer-
den in einem Methanol-Wasser-Gemisch (1:1) aufgenommen und mit Ameisensa¨ure (1%)
angesa¨uert. LC-ESI-MS-Spektren werden mit einem kombinierten HPLC-ESI-MS System
der Firma Agilent gemessen (s. E.3.6)
E.3.4 Du¨nnschichtchromatographie
Es wurden Kieselgel auf Aluminium DC-Platten F254 der Firma Merck (Darmstadt)
verwendet. Die DC Platten sind mit einem Fluoreszenzindikator versehen, der bei λ = 254
nm angeregt wird. UV-aktive Substanzen ko¨nnen somit durch Fluoreszenzlo¨schung sichtbar
gemacht werden. Zur Fa¨rbung von Substanzen wird entweder wa¨ßrige Kaliumpermanganat-
Lo¨sung, Ninhydrinfa¨rbung oder eine Fa¨rbung mit Cer-Molybdophosphat durchgefu¨hrt.
E.3.5 Sa¨ulenchromatographie
Fu¨r die Sa¨ulenchromatographie wird Kieselgel der Korngro¨ße 0.04-0.0063 der Firma Merck
(Darmstadt) verwendet. Das Kieselgel wird in ausreichend Laufmittel suspendiert und
in die Sa¨ule gefu¨llt. Etwaige Luftblasen werden durch Klopfen entfernt. Es wird so viel
Kieselgel verwendet, dass die Masse an Kieselgel ungefa¨hr der 30-50fachen Masse des
aufzureinigenden Materials entspricht. Nachdem sich das Kieselgel gesetzt hat, wird das
zu sa¨ulende Material, gelo¨st in wenig Laufmittel, aufgetragen und einsickern gelassen. Die
Sa¨ule wird dann mit Seesand bedeckt und vorsichtig mit Laufmittel aufgefu¨llt.
E.3.6 HPLC
Fu¨r die HPLC Trennungen wird ein Waters Breeze System, bestehend aus dem bina¨ren Pum-
pensystem System Waters 1525 mit vorgeschaltetem Waters Inline-Degasser und dem Wa-
ters 2478 Dual λ Absorbance Detector eingesetzt. Die Steuerung der Einzelkomponenten
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erfolgt u¨ber die auf Windows XP basierende Software Breeze der Firma Waters.
Zur Filtration der Elutionspuffer werden Filter des Typs Fluropore Membrane Filters, 20 µm
FG der Firma Waters (Puffer mit organischem Anteil) und ME 24 Membranfilter der Firma
Schleicher und Schuell (wa¨ssrige Puffer) eingesetzt. Die Proben werden in Wasser oder in
Elutionspuffer gelo¨st und vor der Injektion zentrifugiert, um unlo¨sliche Bestandteile abzu-
trennen. Die Detektion der Komponenten erfolgt bei zwei Wellenla¨ngen, die bei der jeweili-
gen Methode angegeben sind.
Die HPLC-Sa¨ulen werden vor dem ersten Auftragen einer Probe so lange unter Startbedin-
gungen equilibriert, bis eine stabile Basislinie erreicht ist. Bei Gradientenmethoden wird
zwischen zwei La¨ufen mindestens 15 min unter Startbedingungen equilibriert. Bei isokrati-
schen Methoden wird nach Elution der letzten Verbindung noch mindestens 5 min nachgewa-
schen. Alle Sa¨ulen werden durch Vorsa¨ulen geschu¨tzt. Die eingesetzten Vorsa¨ulen, Sa¨ulen-
typen und Detektorwellenla¨ngen werden bei den einzelnen Methoden mit aufgefu¨hrt.
Fu¨r LC-ESI-MS Messungen wird ein System der Firma Agilent (Bo¨blingen) aus der Serie
Agilent 1100 Series verwendet. Es besteht aus der Quad Pumpe G1311A, dem Inline De-
gasser G1322A, dem Autoinjektor G1329A, der Tempererstation fu¨r die Puffer ALSTherm
G1330B, dem Sa¨ulenofen Colom G1316A und dem Diodenarray Detektor DAD G1315A.
Dem Detektor nachgeschaltet ist das Massenspektrometer Bruker Esquire 3000 plus der Fir-
ma Bruker. Gesteuert wird die Anlage u¨ber die Software Agilent ChemStation fu¨r LC3D
(HPLC) und u¨ber die Software Esquire Control V5.0 der Firma Bruker (ESI-MS). Die Be-
nutzung der Anlage wird freundlicherweise vom Fraunhofer Institut fu¨r Lasertechnik, Aa-
chen ermo¨glicht.
E.3.6.1 Methode A
Die isokratische Methode A wird zur Untersuchung von Zeitverla¨ufen, der Zusammenset-
zung der Syntheseansa¨tze und der Zerfallsreaktionen der AdoMet-Analoga verwendet.
Sa¨ule Kationenaustausch-Sa¨ule EC-250/4 Nucleosil 100-5 SA der Firma
Macherey-Nagel (Du¨ren)
Vorsa¨ule CC 8/4 Nucleosil 100-5 SA der Firma Macherey-Nagel (Du¨ren)
Puffer 100 mM TEAAc, pH 4.0
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Fluss 1 mL/min
Dauer 40 min
Detektion Extinktion bei λ = 260 nm und λ = 272 nm
E.3.6.2 Methode B
Diese Methode dient zur Aufreinigung der benzylischen AdoMet-Analoga. Eine Abtrennung
der Nebenprodukte und nicht umgesetzter Edukte ist damit mo¨glich. Dagegen ko¨nnen die
entstandenen Epimere am Sulfoniumzentrum nicht getrennt werden. Das Puffersystem ist
auf eine ru¨ckstandsfreie Entfernung ausgelegt.
Sa¨ule Pra¨parative reversed phase HPLC-Sa¨ule Prontosil-ODS (5 µm, 120 A˚,
250 × 20 mm) der Firma Bischoff (Leonberg)
Vorsa¨ule Prontosil-ODS (5 µm, 120 A˚, 30 × 20 mm) der Firma Bischoff (Leonberg)
Puffer A H2O, 0.01 Vol.-% TFA, 1 mM NaN3, pH 2.75
Puffer B 70 Vol.-% CH3CN, 30 Vol.-% H2O, 0.01 Vol.-% TFA, pH 2.75
Gradient 0-10 min: 20% B → 60% B
10-15 min: 60% B →100% B
15-20 min: 100% B
20-25 min: 100% B → 20% B
Fluss 10 mL/min
Detektion Extinktion bei λ = 260 nm und λ = 285 nm
E.3.6.3 Methode C
Diese Methode dient zur zeitlichen Analyse der Synthesereaktionen von AdoMet-Analoga.
Dieses System entspricht dem pra¨parativen System. Die entstandenen Epimere am Sulfoni-
umzentrum ko¨nnen allerdings nur unvollsta¨ndig getrennt werden.
Sa¨ule Analytische reversed phase HPLC-Sa¨ule Prontosil-ODS (5 µm, 120 A˚,
250 × 4.6 mm) der Firma Bischoff (Leonberg)
Vorsa¨ule Prontosil-ODS (5 µm, 120 A˚, 30 × 4.0 mm) der Firma Bischoff (Leonberg)
Puffer A H2O, 0.01 Vol.-% TFA, pH 2.75
Puffer B 70 Vol.-% CH3CN, 30 Vol.-% H2O, 0.01 Vol.-% TFA, pH 2.75
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Gradient 0-15 min: 0% B → 15% B
15-20 min: 15% B → 100% B
20-25 min: 100% B
25-30 min: 100% B → 0% B
30-35 min: 0% B
Fluss 1 mL/min
Detektion Extinktion bei λ = 260 nm und λ = 285 nm
E.3.6.4 Methode D
Die Gradientenmethode D dient zur Aufreinigung von AdoMet-Analoga. Eine Abtrennung
der Nebenprodukte und nicht umgesetzter Edukte ist damit mo¨glich. Dagegen ko¨nnen die
entstandenen Epimere am Sulfoniumzentrum nicht getrennt werden. Das Puffersystem ist
auf eine ru¨ckstandsfreie Entfernung ausgelegt.
Sa¨ule Pra¨parative reversed phase HPLC-Sa¨ule Prontosil-ODS (5 µm, 120 A˚,
250 × 20 mm) der Firma Bischoff (Leonberg)
Vorsa¨ule Prontosil-ODS (5 µm, 120 A˚, 30 × 20 mm) der Firma Bischoff (Leonberg)
Puffer A H2O, 0.01 Vol.-% TFA, pH 2.75
Puffer B 70 Vol.-% CH3CN, 30 Vol.-% H2O, 0.01 Vol.-% TFA, pH 2.75
Gradient 0-15 min: 0% B → 15% B
15-20 min: 15% B → 100% B
20-25 min: 100% B
25-30 min: 100% B → 0% B
30-35 min: 0% B
Fluss 10 mL/min
Detektion Extinktion bei λ = 260 nm und λ = 285 nm
E.3.6.5 Methode E
Diese Methode dient zur zeitlichen Analyse der Synthesereaktionen von AdoMet-Analoga.
Dieses System entspricht dem pra¨parativen System. Die entstandenen Epimere am Sulfoni-
umzentrum ko¨nnen allerdings nur unvollsta¨ndig getrennt werden.
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Sa¨ule Analytische reversed phase HPLC-Sa¨ule Prontosil-ODS (5 µm, 120 A˚,
250 × 20 mm) der Firma Bischoff (Leonberg)
Vorsa¨ule Prontosil-ODS (5 µm, 120 A˚, 30 × 20 mm) der Firma Bischoff (Leonberg)
Puffer A H2O, 0.01 Vol.-% TFA, pH 2.75
Puffer B Methanol, 0.01 Vol.-% TFA, pH 2.75
Gradient 0-15 min: 0% B → 15% B
15-20 min: 15% B → 80% B
20-25 min: 80% B
25-30 min: 80% B → 0% B
30-35 min: 0% B
Fluss 1 mL/min
Detektion Extinktion bei λ = 260 nm und λ = 285 nm
E.3.6.6 Methode F
Diese Methode dient zur Aufreinigung der AdoMet-Analoga. Eine Abtrennung der Neben-
produkte und nicht umgesetzter Edukte ist damit mo¨glich. Dagegen ko¨nnen die entstandenen
Epimere am Sulfoniumzentrum nicht getrennt werden. Das Puffersystem ist auf eine ru¨ck-
standsfreie Entfernung ausgelegt.
Sa¨ule Pra¨parative reversed phase HPLC-Sa¨ule Prontosil-ODS (5 µm, 120 A˚,
250 × 20 mm) der Firma Bischoff (Leonberg)
Vorsa¨ule Prontosil-ODS (5 µm, 120 A˚, 30 × 20 mm) der Firma Bischoff (Leonberg)
Puffer A H2O, 0.01 Vol.-% TFA, pH 2.75
Puffer B Methanol, 0.01 Vol.-% TFA, pH 2.75
Gradient 0-15 min: 0% B → 15% B
15-20 min: 15% B → 80% B
20-25 min: 80% B
25-30 min: 80% B → 0% B
30-35 min 0% B
Fluss 10 mL/min
Detektion Extinktion bei λ = 260 nm und λ = 285 nm
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E.3.6.7 Methode G
Diese Methode wird zur Reinigung der vollentschu¨tzten ODN eingesetzt.
Sa¨ule Analytische reversed phase HPLC-Sa¨ule NC Prontosil (5 µm, 100 A˚,
250 × 4.6 mm) der Firma Bischoff (Leonberg)
Vorsa¨ule NC Prontosil (5 µm, 100 A˚, 20 × 4.0 mm) der Firma Bischoff (Leonberg)
Puffer A 100 mM TEAAc, 1 mM NaN3, pH 7.0
Puffer B 100 mM TEAAc, 70 Vol.-% CH3CN, 1 mM NaN3, pH 7.0
Gradient 0-5 min: 5% B
5-30 min: 5% B → 35% B
30-32 min: 35% B → 5% B
Fluss: 1 mL/min
Detektion Extinktion bei λ = 260 nm
E.3.6.8 Methode H
Diese Methode dient zur Bestimmung der Nucleosid-Zusammensetzung eines ODN nach
enzymatischer Fragmentierung.
Sa¨ule Analytische reversed phase HPLC-Sa¨ule Symmetry C18 (5 µm, 100 A˚,
250 × 4.6 mm) der Firma Waters (Eschborn)
Vorsa¨ule Symmetry C18 (5 µm, 100 A˚, 8 × 4.6 mm) der Firma Waters (Eschborn)
Puffer A 10 mM TEAAc, 1 mM NaN3, pH 7.0
Puffer B 10 mM TEAAc, 70 Vol.-% CH3CN, pH 7.0
Gradient 0-7 min: 0% B → 7% B
7-22 min: 7% B → 8.2% B
22-30 min: 8.2% B → 50% B
30-32 min: 50% B → 100% B
32-42 min: 100% B
42-44 min: 100% B → 0% B
Fluss 1 mL/min
Detektion Extinktion bei λ = 254 nm und λ = 280 nm
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E.3.6.9 Methode I
Diese Methode wird zur pra¨parativen Aufreinigung der Nucleoside bei Fragmentierungsex-
perimenten benutzt. Das zu untersuchende Nucleosid wird isoliert und per ESI-MS analy-
siert.
Sa¨ule Analytische reversed phase HPLC-Sa¨ule Symmetry C18 (5 µm, 100 A˚,
250 × 4.6 mm) der Firma Waters (Eschborn)
Vorsa¨ule Symmetry C18 (5 µm, 100 A˚, 8 × 4.6 mm) der Firma Waters (Eschborn)
Puffer A H2O, 1 mM NaN3
Puffer B 70 Vol.-% CH3CN, 30% H2O
Gradient 0-7 min: 0% B → 7% B
7-22 min: 7% B → 8.2% B
22-30 min: 8.2% B → 50% B
30-32 min: 50% B → 100% B
32-42 min: 100% B
42-44 min: 100% B → 0% B
Fluss 1 mL/min
Detektion Extinktion bei λ = 254 nm und λ = 280 nm
E.3.6.10 Methode J
Diese Methode wird fu¨r LC-ESI-MS Experimente eingesetzt. Damit werden Reaktions-
verla¨ufe zur Synthese von AdoMet-Analoga analysiert und die einzelnen Substanzen direkt
per ESI-MS charakterisiert.
Sa¨ule Analytische reversed phase Synergi 4 µm Hydro-RP Sa¨ule der Firma
Phenomenex, 150 x 3 mm
Vorsa¨ule –
Puffer A H2O
Puffer B CH3CN
Gradient 0-15 min: 0% B → 7% B
15-20 min: 7% B → 70% B
20-30 min: 70% B
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30-32 min: 70% B → 0% B
Fluss 0.85 mL/min
Detektion Extinktion bei λ = 260 nm, λ = 285 nm und λ = 335 nm
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E.4 Chemische Synthesen
E.4.1 Analytische Ansa¨tze zur Synthese von AdoMet-Analoga
Analytische Ansa¨tze zur Optimierung der Synthese der AdoMet-Analoga werden in einem
1 mL Mikroreaktor durchgefu¨hrt. Es wird AdoHcy (2) (1-2 mg, 2.6-5.2 µmol, 1 eq) in
einem Gemisch von Ameisensa¨ure und Essigsa¨ure (1:1 v/v) gelo¨st. Es werden 180 eq. des
jeweiligen Alkylierungsmittels, ggf. gelo¨st in THF (E.4.3), zugegeben und die Ansa¨tze bei
RT geschu¨ttelt. Es werden bei Start der Reaktion und nach verschiedenen Reaktionszeiten
Proben (je 20 µL) entnommen. Diese werden mit Wasser (30 µL) versetzt und dreimal
mit Diethylether (je 20 µL) gewaschen. Die wa¨ssrige Phase wird danach per analytischer
Kationenaustauscher-HPLC nach Methode A (E.3.6.1) oder per analytischer reversed
phase-HPLC nach Methode B (E.3.6.2) analysiert.
E.4.2 5′-[(S-[(3S)-3-Amino-3-carboxypropyl]benzylsulfonio]-5′-des-
oxyadenosin (12)
S
N
NN
N
NH2
O
OH
OH
H2N COOH
S
N
NN
N
NH2
O
OH
OH
H2N COOH
HCOOH, AcOH
Br
47.5%
C14H20N6O5S
MW: 384.4 g/mol
C21H27N6O5S+
MW: 475.5 g/mol
2 12
In einem 10 mL Einhalskolben wird AdoHcy (2) (20 mg, 52 µmol) eingewogen. Es wird
Benzylbromid (1.1 mL, 9.4 mmol, 180 eq.) und ein Gemisch aus Essigsa¨ure und Amei-
sensa¨ure (1.0 ml, 1:1 v/v) zugegeben. Der Ansatz wird fu¨r 5 h bei RT unter Lichtausschluss
geru¨hrt. Es wird Wasser (30 mL) zugegeben und der Ansatz dreimal mit Diethylether (je
15 mL) gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen werden nochmals mit Wasser (30
mL) extrahiert. Die vereinigten wa¨ssrigen Phasen werden am ¨Olpumpenvakuum bis zur
Trockene eingeengt. Der Ru¨ckstand wird in Wasser (5 mL) aufgenommen und durch pra¨pa-
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rativer HPLC nach Methode B (E.3.6.2) gereinigt. Der HPLC-Puffer wird durch Gefrier-
trocknung entfernt. Das Produkt wird in Wasser (2 mL) aufgenommen und die Konzentra-
tion in Lo¨sung mittels UV-Vis-Spektroskopie bestimmt (ε260 = 15400 L·mol−1cm−1). Das
Verha¨ltnis der Epimere am Sulfoniumzentrum wird mittels analytischer HPLC nach Metho-
de A (E.3.6.1) bestimmt.
Ausbeute: 24.7 µmol, 47.5%; 48% (S) zu 52% (R).
Retentionszeit: Methode B: 9 min
Methode A: 14.6 min (S)-Epimer
17.1 min (R)-Epimer.
1H-NMR, 300 MHz, D2O, pD 2.9: δ = 2.18-2.22 (m, 2H, Hβ), 3.35-3.55 (m, 2H, Hγ),
3.65-3.80 (m, 3H, 5′-H und Hα), 4.43-4.48 (m, 1H, 4′-H), 4.49-4.54 (m, 1H, 3′-H),
4.55-4.61 (m, 2H, 1′′-H), 4.67-4.70 (m, 1H, 2′-H), 5.92-5.96 (m, 1H, 1′-H), 7.15-7.45 (m,
5H, arom.-H), 8.11-8.30 (m, 2H, arom.-H).
ESI-MS m/z (relative Intensita¨t): 475.2 (100) [M]+.
ESI-MS-MS (475.2) m/z (relative Intensita¨t): 374.0 (88.5) [5′-Benzylthio-5′-
desoxyadenosin+H]+, 340.0 (59.5) [M-Adenin-H]+, 250.2 (86.1) [5′-Desoxyadenosin]+,
226.2 (100) [S-Benzyl-homocystein+H]+.
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E.4.3 S-[(3S)-3-Amino-3-carboxypropyl]-4-methylbenzylsulfonio]-5′-
desoxyadenosin (13)
S
N
NN
N
NH2
O
OH
OH
H2N COOH
S
N
NN
N
NH2
O
OH
OH
H2N COOH
HCOOH, AcOH, THF
Br
C14H20N6O5S
MW: 384.4 g/mol
C22H29N6O5S+
MW: 489.6 g/mol
61.6 %
2 13
AdoHcy (2) (10 mg, 26 µmol) wird in einem 5 mL Kolben in einem Gemisch aus Essigsa¨ure
und Ameisensa¨ure (1.9 mL, 1:1 v/v) vorgelegt. 4-Methylbenzylbromid (625 µL, 4.6 mmol,
180 eq.), gelo¨st in Tetrahydrofuran (100 µL), wird zugegeben und der Reaktionsansatz un-
ter Lichtausschluss bei RT fu¨r 5 h geru¨hrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von Wasser
(30 mL) gestoppt und der Ansatz dreimal mit Diethylether (je 10 mL) extrahiert. Das Pro-
dukt wird aus der wa¨ssrigen Phase mittels pra¨parativer HPLC nach Methode B (E.3.6.2)
isoliert. Der HPLC-Puffer wird durch Gefriertrocknung entfernt. Das Produkt wird in Was-
ser (1.5 mL) aufgenommen und die Konzentration in Lo¨sung mittels UV-Vis-Spektroskopie
bestimmt (ε260 = 15400 L·mol−1cm−1). Das Epimerenverha¨ltnis wird mittels analytischer
HPLC nach Methode A (E.3.6.1) bestimmt.
Ausbeute: 16.0 µmol, 61.6%; 55% (R) zu 45% (S).
Retentionszeit: Methode B: 10.2 min;
Methode A: 20.4 min (S)-Epimer;
24.4 min (R)-Epimer.
1H-NMR, 300 MHz, D2O, pD 2.9: δ = 2.05-2.25 (m, 5H, Hβ, Methyl-H), 3.35-3.55 (m,
2H, Hγ), 3.62-3.73 (m, 3H 5′-H und Hα), 3,77(t, 3J = Hz, 1H, 4′-H), 4.27-4.32 (t, 3J = Hz,
1H, 3′-H), 4.33-4.39 (m, 2H, 1′′-H), 4.72 (m, 1H, 2′-H), 5.88 (d, 3J = Hz, 0.5H, 1′-H), 5.97
(d, 3J = Hz, 0.5H, 1′-H), 6.90-7.15 (m, 5H, arom.-H), 8.05-8.30 (m, 2H, arom.-H) ppm.
ESI-MS m/z (relative Intensita¨t): 489.1 (100) [M]+.
ESI-MS-MS (489.1) m/z (relative Intensita¨t): 353.9 (68.5) [M-Adenin-H]+, 240.0 (100)
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[(S)-p-Methylbenzylhomocystein+H]+.
ESI-MS-MS-MS (240.0) m/z (relative Intensita¨t): 136.1 (59) [Homocystein+H]+, 105.0
(100) [p-Xylol-H]+.
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E.4.4 Synthese von AdoFurfuryl (18)
E.4.4.1 Synthese von (Z)-2-Buten-4-(furfurylisothiocarbamat)-1-ol
C10H13NO3S
MW: 227,28 g/mol
C4H8O2
MWt: 88,11 g/mol
HO OH O
THF  
62%
NaH
S
N
H
O
N
O
CS HO
C6H5NOS
MW: 139,01 g/mol
14 15 16
In Anlehnung an eine Vorschrift von Avi et al. (Avi et al., 2009) werden in einem aus-
geheizten 250 mL Schlenkkolben (Z)-2-Buten-1,4-diol (4.4 g, 50 mmol) in absolutem
THF (180 mL ) gelo¨st und auf 0◦C geku¨hlt. Natriumhydrid (60 Gew.-% in Paraffin, 2
g, 50 mmol, 1 eq.) wird zugegeben und die graue Suspension fu¨r 1 h bei 0◦C geru¨hrt.
Dann werden langsam Furfurylisothiocyanat (4.96 mL, 50 mmol, 1 eq) zugetropft. Das
Eisbad wird entfernt und der Ansatz wird fu¨r 12 h bei RT geru¨hrt. Es wird eine Suspension
aus einem farblosen Feststoff und einer braunen Flu¨ssigkeit erhalten. Der Feststoff wird
abfiltriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer eingeengt. Das so erhaltene braune ¨Ol
wird durch Sa¨ulenchromatographie (Kieselgel, 2% Methanol in Dichlormethan) gereinigt.
Die produkthaltigen Fraktionen (DC-System: 2% Methanol in Dichlormethan, Rf-Wert=
0.25) werden vereinigt und das Laufmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt
wird als braunes ¨Ol erhalten.
Ausbeute: 7.1 g (31.2 mmol; 62%)
1H-NMR, 300 MHz, d6-DMSO: δ = 4.05 (dd, 2H, 3J = 5.2 Hz, 3J = 6.0 Hz, CH2-OH),
4.62 (d, 2H, 3J = 5.7 Hz, C-CH2-NH), 4.79 (t, 1H, 3J = 5.2 Hz, -OH), 4.97 (d, 2H, 3J = 6.4
Hz, O-CH2-CH), 5.50-5.60 (m, 1H, CH2-CH-CH), 5.65-5.75 (m, 1H, CH-CH-CH2), 6.30
(d, 1H, 3J = 3.2 Hz, CH-CH-C), 6.39 (dd, 1H, 3J = 3.2 Hz, 3J = 2.0 Hz, CH-CH-CH), 7.57
(d, 1H, 3J = 2.0 Hz, O-CH-CH), 9.60 (t, 1H, 3J = 5.7 Hz, CH2-NH) ppm.
13C-NMR, 75 MHz, d6-DMSO: δ = 41.92 (C-CH2-NH), 57.47 (CH-CH2-OH), 65.80
(O-CH2-CH), 108.00 (CH-CH-C), 110.97 (CH-CH-CH), 124.32 (CH2-CH-CH), 135.19
CH-CH-CH2), 142.73 (O-CH-CH), 151.11 (O-C-CH2), 190.23 (C=S) ppm.
EI-MS m/z (relative Intensita¨t): 228.1 [M+H]+ (85).
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E.4.4.2 Aktivierung des Alkohols 16
DCM
4-Nitrobenzyl-
sulfonylchlorid
NaOH
C10H13NO3S
MW: 227,28 g/mol
C16H16N2O7S2
MW: 412,44 g/mol
O
S
N
H
O
HO O
S
N
H
O
OS
O
O
O2N
16 17
In einem 25 mL Einhalskolben wird Natriumhydroxid (72 mg, 1.8 mmol, 1.2 eq) einge-
wogen und in Dichlormethan (15 mL)suspendiert. 4-Nitrobenzylsulfonylchlorid (306 mg,
1.65 mmol, 1.1 eq) werden zugegeben und der Reaktionsansatz fu¨r 5 min bei RT geru¨hrt.
Nach Zugabe von (Z)-2-Buten-4-(furfurylisothiocarbamat)-1-ol (340 mg, 1.5 mmol, 1
eq.) wird fu¨r weitere 2 h bei RT geru¨hrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von gesa¨ttigter
Natriumhydrogencarbonat-Lo¨sung (ca. 10 mL) gestoppt und die organische Phase nochmals
mit gesa¨ttigter Natriumhydrogencarbonat-Lo¨sung gewaschen. Die organische Phase wird
am Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt und das zuru¨ckbleibende, braune ¨Ol
ohne weiter Aufarbeitung sofort in der na¨chsten Stufe eingesetzt.
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E.4.4.3 Synthese von AdoFurfuryl(18)
O
S
OH
OH
CO2HH2N
N
NN
N
NH2
HCOOH/CH3COOH
O
S
N
H
O
OS
O
O
O2N
C16H16N2O7S2
MW: 412,44 g/mol
 C14H20N6O5S
MW: 384,12 g/mol
O
S
OH
OH
CO2HH2N
N
NN
N
NH2
O
S
H
N
O7%
C24H32N7O7S2+
MW: 594,68 g/mol
17 2
18
In einem 5 mL Einhalskolben wird AdoHcy (2) (10 mg, 26 µmol ) in einem 1:1 Gemisch
aus Ameisen- und Essigsa¨ure (400 µL, 1:1 v/v)gelo¨st. Der aktivierte Alkohol 17 (E.4.4.2)
wird zugegeben und der Ansatz fu¨r 14 h bei RT geru¨hrt. Die Reaktion wird durch Zugabe
von Wasser (25 mL) gestoppt. Der Ansatz wird dreimal mit Diethylether (je 60 mL)
extrahiert und durch reversed phase-HPLC (Methode F (E.3.6.6) gereinigt. Das HPLC-
Lo¨sungsmittelgemisch wird durch Verdampfen am ¨Olpumpenvakuum und anschließender
Gefriertrocknung entfernt. Das Produkt wird als farbloser Feststoff erhalten. Es wird in
Wasser (0.5 mL) aufgenommen und die Konzentration mittels UV-Vis-Spektroskopie
bestimmt(ε260 = 15400 L·mol−1cm−1).
Ausbeute: 1.04 mg (1,75 µmol, 7%)
Retentionszeit: ¯Methode : ¯10.2 min
ESI-MS m/z (relative Intensita¨t): 595.2 (2) [M]+, 498.1 (2) [M-Furfurylamin]+, 385.1 (5)
[AdoHcy]+, 136.2 (30) [Adenin+H]+, 81.1 (100) [Furfuyl]+.
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E.4.5 Synthese von AdoDis (19)
E.4.5.1 Synthese von (Z)-4-(tert-Butyldimethylsiloxy)-2-buten-1-ol 20
THF, 57%
TBDMS-Cl
NaH
C4H8O2
MW: 88.11 g/mol
C10H22O2Si
MW: 202.37 g/mol
HO OH HO O
Si
14 20
In einem ausgeheizten 500 mL Dreihalskolben mit Tropftrichter werdennach einer Vor-
schrift von Avi et al. (Avi et al., 2009) (Z)-2-Buten-1,4-diol (10 g, 113.5 mmol, 1 eq.) in
absolutem Tetrahydrofuran (400 mL) gelo¨st und auf 0◦C geku¨hlt. Es werden Natriumhydrid
(60 Gew.-% in Paraffin, 4.4 g, 113.5 mmol, 1 eq.) zugegeben und die Suspension fu¨r 1 h bei
0◦C geru¨hrt. Dann werden tert-Butyldimethylsilylchlorid (17.4 g, 113.5 mmol, 1 eq.) gelo¨st
in absolutem THF (80 mL), u¨ber 30 min langsam zugetropft. Der Ansatz wird u¨ber Nacht
bei RT geru¨hrt. Der Reaktionsansatz wird mit gesa¨ttigter Ammoniumchlorid-Lo¨sung ( mL)
versetzt und dreimal mit je 500 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden am Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt und das zuru¨ckbleiben-
de, farblose ¨Ol durch Sa¨ulenchromatographie (Kieselgel, Cyclohexan:Essigester, 10:1 v/v,
Rf-Wert = 0.1) gereinigt. Die produkthaltigen Fraktionen werden gesammelt, das La¨ufmittel
am Rotationsverdampfer entfernt und das Produkt als farbloses ¨Ol erhalten.
Ausbeute: 13.1 g (65 mmol, 57%)
1H-NMR, 300 MHz, d6-DMSO: δ = 0.08 (s, 6H, (CH3)2-Si), 0.91 (s, 9H, (CH3)3C-Si),
4.01 (dd, 2H, 3J = 5.0 Hz, 3J = 5.2 Hz, CH2-OH), 4.22 (d, 2H, 3J = 5.0 Hz, O-CH2-CH),
4.71 (t, 1H, 3J = 5.2 Hz, OH), 5.31-5.42 (m, 1H, CH2-CH-CH), 5.46-5.55 (m, 1H, CH-CH-
CH2) ppm.
13C-NMR, 75 MHz, d6-DMSO: δ = -4.76 (CH3)2-Si), 18.35 (CH3)3C-Si), 26.25 (C3)3C-
Si), 59.22 (O-CH2-CH), 125.41, 131.57 (CH) ppm.
EI-MS m/z (relative Intensita¨t): 202.1 (5) [M]+, 159.0 (35) [C8H18SiO]+, 145.1 (18)
[C6H13O2Si]+, 131.0 (17) [C6H15SiO]+
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E.4.5.2 (Z)-S-4-(tert-Butyldimethylsilyloxy)but-2-enylethanthioat (21)
THF
Triphenylphosphin
DEAD
Thioessigsäure
C12H24O2SSi
MW: 260.47 g/mol
C10H22O2Si
MW: 202.14 g/mol
HO O
Si
S
O
O Si
70%
20 21
Nach einer Vorschrift von Lugowski (Lugowski, 2004) wird in einem ausgeheizten 250
ml Schlenkkolben Triphenylphosphin (4.0 g, 15 mmol, 1 eq.) unter Argonatmospha¨re
vorgelegt und in absolutem THF (50 mL) gelo¨st. Nach Ku¨hlen auf 0◦C wird DEAD
(2.33 mL, 15 mmol, 1 eq.) u¨ber 5 min langsam zugetropft. Die erhaltene gelbliche
Lo¨sung wird so lange bei 0◦C geru¨hrt, bis ein farbloser Feststoff ausfa¨llt. Es wird (Z)-
4-(tert-Butyldimethylsiloxy)-2-buten-1-ol (3.0 g, 15 mmol, 1 eq.) zugegeben und der
Raktionsansatz noch 10 min bei 0◦C nachgeru¨hrt. Dann wird Thioessigsa¨ure (1.09 mL, 15
mmol, 1 eq.) zugegeben, das Eisbad entfernt und der Ansatz u¨ber Nacht bei RT geru¨hrt.
Das Lo¨sungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der farblose Ru¨ckstand mit
wenig kaltem Methanol versetzt. Der nicht lo¨sliche farblose Feststoff wird abfiltriert und das
Methanol am Rotationsverdampfer entfernt. Anschließend wird das zuru¨ckbleibende, gelbe
¨Ol durch Sa¨ulenchromatographie (Kieselgel, 2% Methanol in Dichlormethan, Rf-Wert =
0.35) gereinigt. Die produkthaltigen Fraktionen werden vereinigt und das Lo¨sungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt wird als gelbes ¨Ol erhalten.
Ausbeute: 2.7 g (10.4 mmol, 70%)
1H-NMR, 300 MHz, d6-DMSO:δ = 0.02 (s, 6H, (CH3)2-Si), 0.83 (s, 9H, (CH3)3C-Si),
2.28 (s, 3H, CH3-C=O), 3.51 (d, 2H, 3J = 7.7 Hz CH-CH2-S), 4.22 (d, 2H, 3J = 5.9 Hz,
O-CH2-CH), 5.42-5.56 (m, 2H, CH) ppm.
13C-NMR , 75 MHz, d6-DMSO: δ = -4.78 (CH3)2-Si), 18.33 (CH3)3C-Si), 26.15, 26.23
(CH3)3C-Si), 30.74 (CH3-C=O), 59.36 (O-CH2-CH), 129.86 (CH2-CH-CH), 132.92 (CH-
CH-CH2), 195.22 (C=O) ppm.
EI-MS m/z (relative Intensita¨t): 261.0 (10) [M]+, 217.1 (13) [C10H21OSSi]+, 203.1 (15)
[C8H15O2SSi]+, 185.1 (78) [C10H21OSi]+.
97
E EXPERIMENTELLER TEIL
E.4.5.3 1,2-Bis((Z)-4-(tert-butyldimethylsilyloxy)but-2-enyl)disulfan 22
MeOH
NH3 (aq., 32%)
C20H42O2S2Si2
MW: 434.22 g/mol
C12H24O2SSi
MW: 260.47 g/mol
S
O
O Si
91%
S
Si
O
2
21 22
In einem 1 L Einhalskolben wird (Z)-S-4-(tert-Butyldimethylsilyloxy)but-2-enyl ethanthioat
21(1.95 g, 7.5 mmol, 1 eq.) in Methanol (180 mL) gelo¨st. Es wird wa¨ssrige Ammo-
niaklo¨sung (32 %, 90 mL) zugegeben und der Ansatz u¨ber Nacht bei RT geru¨hrt. Am
na¨chsten Tag wird das Methanol/Wasser-Gemisch am Kryostat-Rotationsverdampfer ent-
fernt. Der gelbliche Ru¨ckstand wird durch Sa¨ulenchromatographie (Kieselgel, 5% Methanol
in Dichlormethan, Rf-Wert = 0.25) aufgereinigt. Die produkthaltigen Fraktionen werden
vereinigt und das Lo¨sungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt wird als
leicht gelbliches ¨Ol erhalten.
Ausbeute: 1.4 g (3.4 mmol , 91%)
1H-NMR, 300 MHz, d6-DMSO: δ = 0.04 (s, 12H, (CH3)2-Si), 0.87 (s, 18H, (CH3)3C-Si),
3.40 (d, 4H, 3J = 7.7 Hz CH-CH2-S), 4.18 (d, 4H, 3J = 5.9 Hz, O-CH2-CH), 5.64-5.76 (m,
4H, CC) ppm.
13C-NMR , 75 MHz, d6-DMSO: δ = -4.83 (CH3)2-Si), 19.20 (CH3)3C-Si), 26.22 (CH3)3C-
Si), 40.42 (CH2-S), 62.83 (O-CH2-CH), 125.08 (CH2-CH-CH), 133.88 (CH-CH-CH2) ppm.
ESI-MS m/z (relative Intensita¨t): 434.29 (20) [M]+
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E.4.5.4 (Z)-S-(4-Hydroxybut-2-en-1-yl)ethanthioat 24
C4H8O2
MW: 88.05 g/mol
 C6H10O2S
MW: 146.21 g/mol
S
O
Triphenylphosphin
DEAD
Thioessigsäure
THF
 80%
HO OH OH
14 24
Nach einer Vorschrift von Lugowski (Lugowski, 2004) wird in einem ausgeheizten 250
ml Schlenkkolben Triphenylphosphin (13.4 g, 51 mmol, 1 eq.) unter Argonatmospha¨re
vorgelegt und in absolutem THF (168 ml) gelo¨st. Nach Ku¨hlen auf 0◦C wird DEAD (7.76
mL, 51 mmol, 1 eq.) u¨ber 5 min langsam zugetropft. Die erhaltene gelbliche Lo¨sung wird
so lange bei 0◦C geru¨hrt, bis ein farbloser Feststoff ausfa¨llt. Nach Zugabe von (Z)-2-Buten-
1,4-diol 14(4.1 mL, 4.5 g, 51 mmol, 1 eq.) wird noch 10 min bei 0◦C nachgeru¨hrt. Dann
wird Thioessigsa¨ure (3.46 mL, 51 mmol, 1 eq.) zugegeben, das Eisbad entfernt und der
Reaktionsansatz u¨ber Nacht bei RT ru¨hren gelassen. Das THF wird am Rotationsverdampfer
entfernt und der farblose Ru¨ckstand mit wenig kaltem Methanol versetzt. Der nicht lo¨sliche
farblose Feststoff wird abfiltriert und das Methanol am Rotationsverdampfer entfernt.
Anschlies¨end wird das zuru¨ckbleibende, gelbe ¨Ol durch Sa¨ulenchromatographie (Kieselgel,
2% Methanol in Dichlormethan, Rf-Wert = 0.3) gereinigt. Die produkthaltigen Fraktionen
werden vereinigt und das Lo¨sungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt
wird als gelbes ¨Ol erhalten.
Ausbeute: 6.0 g (41 mmol, 80%)
1H-NMR, 400 MHz, d6-DMSO: δ = 2.28 (s, 3H, CH3-C=O), 3.54 (d, 2H, 3J = 7.9 Hz
CH-CH2-S), 4.06 (d, 2H, 3J = 6.0 Hz, O-CH2-CH), 4.70 (br s, 1H, CH2-OH), 5.33-5.42 (m,
1H, CH2-CH-CH), 5.54-5.62 (m, 1H, CH-CH-CH2) ppm.
13C-NMR , 75 MHz, d6-DMSO: δ = 26.19 (CH2-S), 30.76 (CH3-C=O), 57.22 (CH2-OH),
124.81 (CH2-CH-CH), 134.19 (CH-CH-CH2), 195.50 (C=O) ppm.
EI-MS m/z (relative Intensita¨t): 146.0 (10) [M]+.
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E.4.5.5 (2Z,2’Z)-4,4’-disulfandiyldibut-2-en-1-ol 34
Variante 1: Ausgehend von Disulfid 22
THF
TBAF
C20H42O2S2Si2
MW: 434.22 g/mol
C8H14O2S2
MW: 206.33 g/mol
S
Si
O
2
39%
S OH
2
22 34
Nach einer Vorschrift von Schmidt (Schmidt, 2004) wird in einem 50 mL Einhalskolben
1,2-Bis((Z)-4-(tert-butyldimethylsilyloxy)but-2-enyl)disulfan 22(4.38 g, 10 mmol, 1 eq.)
in THF (30 mL) gelo¨st. Es wird Tetrabutylammoniumfluorid Trihydrat (11.1 g, 30 mmol,
3 eq.) zugegeben und der Ansatz u¨ber Nacht bei RT geru¨hrt. Am na¨chsten Tag wird das
Lo¨sungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der Ru¨ckstand wird mit Dichlormethan
(5 mL) versetzt und mit Wasser (5 mL) gewaschen. Dichlormethan wird am Rotationsver-
dampfer entfernt und der Ru¨ckstand durch Sa¨ulenchromatographie (Kiselgel, 2% Methanol
in Dichlormethan, Rf-Wert = 0.15) gereinigt. Die produkthaltigen Fraktionen werden
vereinigt und das Lo¨sungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt wird als
dunkelgelbes ¨Ol erhalten.
Ausbeute: 0,8 g (3,9 mmol, 39%)
Variante 2: Ausgehend von Alkohol 24
MeOH
NH3 (aq., 32%)
C6H10O2S
MW: 146.04 g/mol
C8H14O2S2
MW: 206.33 g/mol
S
O
OH S OH
2
59%24 34
In einem 2 L Einhalskolben wird (Z)-S-(4-Hydroxybut-2-en-1-yl)ethanthioat (24) (3 g, 20.5
mmol, 1 eq.) in Methanol (950 mL) gelo¨st. Es wird wa¨ssrige Ammoniaklo¨sung (32%ig,
190 mL) zugegeben und der Ansatz u¨ber Nacht bei RT geru¨hrt. Am na¨chsten Tag wird
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das Methanol/Wasser-Gemisch am Kryostat-Rotationsverdampfer entfernt. Der gelbliche
Ru¨ckstand wird durch Sa¨ulenchromatographie (Kieselgel, 5% Methanol in Dichlormethan,
Rf-Wert = 0.2) aufgereinigt. Die produkthaltigen Fraktionen werden gesammelt und das
Lo¨sungsmittel am Rotationsverdampfer enternt. Das Produkt wird als gelbes ¨Ol erhalten.
Ausbeute: 1,24 g (6.04 mmol, 59%)
Das Produkt fr die hier angegebenen analytischen Daten wird nach Variante 2 gewonnen.
1H-NMR, 300 MHz, d6-DMSO: δ = 3.38 (dd, 4H, 3J = 5.0 Hz, 3J = 5.2 Hz, CH2-S),
9.94 (dd, 4H, 3J = 5.0 Hz, HO-CH2-CH), 4.75 (t, 2H, 3J = 5.2 Hz, OH), 5.55-5.65 (m, 1H,
CH2-CH-CH), 5.68-5.78 (m, 1H, CH-CH-CH2) ppm.
13C-NMR , 75 MHz, d6-DMSO: δ = 40.62 (S-CH2-CH), 61.24 (O-CH2-CH), 124.59;
135.35 (CH2-CH-CH-CH2) ppm.
EI-MS m/z (relative Intensita¨t): 206.0 (35) [M]+, 189.1 (30) [M-OH]+, 103.1 (15) [M/2]+,
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E.4.5.6 Aktivierung des Alkohols 34
DCM
Mesylchlorid
C10H18O6S2
MW: 362.00 g/mol
C8H14O2S2
MW: 206.04 g/mol
S OH
2
S
S
O
2
O O
34 25
In einem 25 mL Einhalskolben wird Natriumhydroxid (146 mg, 3.6 mmol, 2.4 eq.) eingewo-
gen und in Dichlormethan (15 mL) suspendiert. Es wird Methylsulfonylchlorid (256 µg/µL,
3.3 mmol, 2.2 eq) zugegeben. Der Reaktionsansatz wird fu¨r 5 min bei RT geru¨hrt. Dann
wird der Alkohol 34 (Variante 1 oder 2)(311 mg, 1.5 mmol, 1 eq.) zugegeben und der
Ansatz fu¨r 3 h unter Lichtausschluss bei RT geru¨hrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von
gesa¨ttigter Natriumhydrogencarbonat-Lo¨sung (10 mL) gestoppt und die organische Phase
nochmals mit gesa¨ttigter Natriumhydrogencarbonat-Lo¨sung gewaschen. Die organische
Phase wird am Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt und das zuru¨ckbleibende,
gelbe ¨Ol ohne weiter Aufarbeitung sofort in der na¨chsten Stufe eingesetzt.
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E.4.5.7 AdoDis (19)
O
S
OH
OH
CO2HH2N
N
NN
N
NH2
C14H20N6O5S
MW: 384.12 g/mol
C34H35N6O8S4+
MW: 651,82 g/mol
HCOOH/CH3COOH
C8H14O2S2
MW: 206.04 g/mol
S
S
O
2
O O
O
S
OH
OH
CO2HH2N
N
NN
N
NH2
S
S
O
S
OO
14%
25 2
19
In einem 5 mL Einhalskolben wird AdoHcy (2) (10 mg, 26 µmol, 1 eq.) in einem Gemisch
aus aus Ameisen- und Essigsa¨ure (1 mL, 1:1 v/v) gelo¨st. Der aktivierte Alkohol 25
(E.4.5.6) wird zugegeben und der Ansatz fu¨r 20 h unter Lichtausschluss bei RT geru¨hrt.
Die Reaktion wird mit Wasser (25 mL) gestoppt, dreimal mit Diethylether (je 60 mL)
extrahiert und durch reversed phase-HPLC (Methode D, E.3.6.3) gereinigt. Das HPLC-
Lo¨sungsmittelgemisch wird durch Verdampfen am ¨Olpumpenvakuum und anschließender
Gefriertrocknung entfernt. Das Produkt wird als farbloser Feststoff erhalten. Es wird in
Wasser (0.5 mL) aufgenommen und die Konzentration mittels UV-Vis-Spektroskopie
bestimmt (ε260 = 15400 L·mol−1cm−1).
Ausbeute: 2.3 mg (3.6 µmol, 14%)
Retentionszeit: ¯Methode D: ¯23.8 min
ESI-MS m/z (relative Intensita¨t): 691.0 (1) [M+K]+; 401.0 (1) [5′-Desoxyadenosylkation]+;
385.1 (27) [AdoHcy+H]+.
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E.4.6 AdoEnIn (29)
E.4.6.1 Aktivierung von 2-Penten-4-in-1-ol mit 2,4-Dinitrobenzolsulfonylchlorid
DCM
2,4-Dinitrobenzoylsulfonylchlorid
C11H8N2O7S
MW: 312.26 g/mol
C5H6O
MW: 82.04 g/mol
OH O S NO2
O
O
O2N
26 27
In einem 5 ml Einhalskolben wird festes Natriumhydroxid (480 mg, 12 mmol, 1.2 eq) einge-
wogen und in Dichlormethan (12 mL) suspendiert. Es wird 2,4-Dinitrobenzolsulfonylchlorid
(2.58 g, 11 mmol, 1.1 eq) hinzugefu¨gt. Nach 5 min Ru¨hren bei RT wird 2-Penten-4-in-1-ol
26( µL, 10 mmol, 1eq.) zugegeben und der Ansatz u¨ber Nacht bei RT geru¨hrt. Die Reaktion
wird durch Zugabe von gesa¨ttigter Natriumhydrogencarbonat-Lo¨sung (10 mL) gestoppt
und die organische Phase nochmals mit gesa¨ttigter Natriumhydrogencarbonat-Lo¨sung
gewaschen. Die organische Phase wird am Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt
und das zuru¨ckbleibende, gelbe ¨Ol ohne weitere Aufarbeitung in der na¨chsten Stufe sofort
eingesetzt.
E.4.6.2 Aktivierung von 2-Penten-4-in-1-ol aktiviert mit Methylsulfonylchlorid
DCM
Mesylchlorid
C6H8O3S
MW: 160.02 g/mol
C5H6O
MW: 82.04 g/mol
OH O S
O
O
26 28
In einem 5 ml Einhalskolben wird festes Natriumhydroxid (480 mg, 12 mmol, 1.2 eq.) ein-
gewogen und in Dichlormethan (12 mL) suspendiert. Es wird Methylsulfonylchlorid (1.26 g,
11 mmol, 1.1 eq.) hinzugefu¨gt. Nach 5 min Ru¨hren bei RT wird 2-Penten-4-in-1-ol 26( µL,
10 mmol, 1eq.) zugegeben und der Ansatz u¨ber Nacht bei RT geru¨hrt. Die Reaktion wird
durch Zugabe von gesa¨ttigter Natriumhydrogencarbonat-Lo¨sung (10 mL) gestoppt und die
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organische Phase nochmals mit gesa¨ttigter Natriumhydrogencarbonat-Lo¨sung gewaschen.
Die organische Phase wird am Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt und das
zuru¨ckbleibende, gelbe ¨Ol ohne weitere Aufarbeitung in der na¨chsten Stufe sofort eingesetzt.
E.4.6.3 Synthese von AdoEnIn (29)
Variante 1: Ausgehend vom aktivierten Alkohol 27
O S
O
O
C11H9N2O7S
MW: 312.01 g/mol
NO2
O
S
OH
OH
CO2HH2N
N
NN
N
NH2
O
S
OH
OH
CO2HH2N
N
NN
N
NH2
C14H20N6O5S
MW: 384.12 g/mol
C19H27N6O5S2+
Exakte Masse: 449.16 g/mol
HCOOH/CH3COOH
O2N
58%
27 2
29
In einem 5 mL Einhalskolben wird AdoHcy (2) (10 mg, 26 µmol, 1 eq.)in einem Gemisch
aus Ameisen- und Essigsa¨ure (2 mL, 1:1 v/v) gelo¨st. Der aktivierte Alkohol 27 (E.4.6.1)wird
zugegeben und der Ansatz fu¨r 6 h bzw. 14 h bei RT geru¨hrt. Die Reaktion wird durch Zugabe
von Wasser (25 mL) gestoppt und der Reaktionsansatz dreimal mit je 60 mL Diethylether
extrahiert und per reversed phase-HPLC (Methode F (E.3.6.6, Rt = 15.0 min) gereinigt.
Das HPLC-Lo¨sungsmittelgemisch wird durch Verdampfen am ¨Olpumpenvakuum und an-
schließender Gefriertrocknung entfernt. Das Produkt wird als farbloser Feststoff erhalten.
Es wird in 1 mL Wasser aufgenommen und die Konzentration mittels UV-Vis-Spektroskopie
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bestimmt(ε260 = 15400 L·mol−1cm−1).
Variante 2: Ausgehend vom aktivierten Alkohol 28
O S
O
O
C11H9N2O7S
MW: 312.01 g/mol
NO2
O
S
OH
OH
CO2HH2N
N
NN
N
NH2
O
S
OH
OH
CO2HH2N
N
NN
N
NH2
C14H20N6O5S
MW: 384.12 g/mol
C19H27N6O5S2+
Exakte Masse: 449.16 g/mol
HCOOH/CH3COOH
O2N
58%
28 2
29
In einem 5 mL Einhalskolben wird AdoHcy (2) (10 mg, 52 µmol, 1 eq.)in einem Gemisch
aus Ameisen- und Essigsa¨ure (2 mL, 1:1 v/v) gelo¨st. Der aktivierte Alkohol 28 (E.4.6.2)wird
zugegeben und der Ansatz fu¨r 6 h bzw. 14 h bei RT geru¨hrt. Die Reaktion wird durch Zugabe
von Wasser (25 mL) gestoppt und der Reaktionsansatz dreimal mit je 60 mL Diethylether
extrahiert und per reversed phase-HPLC (Methode F (E.3.6.6, Rt = 15.0 min) gereinigt.
Das HPLC-Lo¨sungsmittelgemisch wird durch Verdampfen am ¨Olpumpenvakuum und
anschließender Gefriertrocknung entfernt. Das Produkt wird als farbloser Feststoff erhalten.
Es wird in 1 mL Wasser aufgenommen und die Konzentration mittels UV-Vis-Spektroskopie
bestimmt (ε260(I) = 15400 L·mol−1cm−1).
Ausbeute(bezogen auf Variante 2): 11.7 mg, (26.0 µmol, 58% )
1H-NMR, 500 MHz, D2O, pD 3.5: δ = 2.38 (q, 3J = 5.9 Hz, 2H, Hβ), 3.50 (s, 0.5H, 5′′-H),
3.54 (s, 0.5H, 5′′-H), 3.56 - 3.68 (m, 2H, Hγ), 3.81-3.91 (m, 2H, 5′-H), 3.95 - 3.99 (m, 1H,
Hα), 4.21 (d, 3J = 7.6 Hz, 1H, ′′-H), 4.25 (d, 3J = 7.6 Hz, 1H, 1′′-H), 4.53-4.61 (m, 1H,
4′-H), 4.71 (t, 3J = 6.0 Hz , 0.5H, 3′-H), 4.77 (t, 3J = 6.0 Hz , 0.5H, 3′-H), 4.85 - 4.90 (m,
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1H, 2′-H), 5.73 (d, 3J = 16.2 Hz, 0.5H, 3′′-H), 5.92 (d, 3J = 15.9 Hz, 0.5H, 3′′-H), 6.07 (dt,
3J = 7.6 Hz, 3J = 15.9 Hz, 0.5H, 2′′-H), 6.13 -6.22 (m, 0.5 Hz, 2′′-H), 6.18 (d, 3J = 3.4 Hz,
1H, 1′-H), 8.45 (s, 1H, arom.-H), 8.47 (s, 1H, arom.-H).
ESI-MS m/z (relative Intensita¨t): 449.1 (100) [M]+
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E.4.7 Synthese von N-(3-Azidopropyl)-5-(dimethylamino)naphthalin-
1-sulfonamid
E.4.7.1 Synthese von 3-Azido-1-propylamin
C3H8N4
MW: 100.07 g/mol
Z
H2N N3H2O
65%
C3H9Br2N
MW: 216.91 g/mol
Br NH2 . HBr
NaN3, NaOH
36
In einem Einhalskolben wird 3-Brompropylamin Hydrobromid (9.7 g, 44.6 mmol, 1 eq.)
mit Natriumazid (5.0 g, 77 mmol, 1.7 eq.) in Wasser (80 mL) gelo¨st und fu¨r 15 h bei 80◦C
erhitzt. Nach Abku¨hlen auf RT wird wa¨ßrige Natronlauge (5% , 18 mL) zugegeben und
der Ansatz unter Lichtausschluss fu¨r 2.5 h bei RT geru¨hrt. Der Ansatz wird dreimal mit
Toluol (je 25 mL) extahiert. Die wa¨ßrige Phase wird nochmals mit wa¨ßriger Natronlauge
(5% , 40 mL) versetzt und mit Toluol (4 x 25 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden mit Natriumsulfat versetzt und fu¨r 2 h bei RT geru¨hrt. Das Natriumsulfat
wird abfiltriert und mit etwas Toluol nachgewaschen. Das Lo¨sungsmittel wird am Rotati-
onsverdampfer entfernt und das Produkt 36 als gelbliches ¨Ol erhalten.
Ausbeute: 2.3 g (23.1 mmol, 52% )
1H-NMR, 400 MHz, CDCl3 δ = 1.93-1.97 (m, 4H, CH2-CH2-CH2), 3.30 (t, 2H, 3J = 6.6
Hz, N3-CH2-CH2), 3.40 (t, 2H, 3J = 6.6 Hz, NH2-CH2-CH2) ppm.
13C-NMR , 75 MHz, CDCl3: δ = 30.10 (CH2-CH2-CH2), 48.15 (NH2-CH2-CH2), 49.275
(N3-CH2-CH2) ppm.
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E.4.7.2 N-(3-Azidopropyl)-5-(dimethylamino)naphthalin-1-sulfonamid 38
N
S
N
H
NO
O
N N
C15H19N5O2S
MW: 333.41 g/mol
N
S
O
O
Cl
H2N N3
TEA
Toluol
65%
C3H8N4
MW: 100.07 g/mol
C12H12ClNO2S
MW: 269.03 g/mol
37 36 38
In einem 5 mL Einhalskolben wird 3-Azido-1-propylamin (36)(23.1 mg, 0.23 mmol, 1 eq.)
in Toluol (550 µL) gelo¨st und mit Triethylamin (82.5 µL, mmol, eq.) versetzt. Es wird
Dansyl-Chlorid (62 mg, 0.23 mmol, 1 eq.), suspendiert in Toluol (1.5 mL), zugegeben. Der
Ansatz wird u¨ber Nacht bei RT unter Lichtausschluss geru¨hrt. Das Lo¨sungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt und das zuru¨ckbleibende gelblich-gru¨ne, za¨hflu¨ssige ¨Ol mit-
tels Sa¨ulenchromatographie (Kieselgel, Essigester:Acetonitril 4:1, Rf= 0.25) gereinigt. Die
produkthaltigen Fraktionen werden vereinigt und das Laufmittel am Rotationsverdampfer
entfernt und das Produkt 38 als gelblich-gru¨nes ¨Ol erhalten.
Ausbeute: 50 mg (0.15 mmol, 65% )
1H-NMR, 400 MHz, CDCl3 δ = 1.48 (s, 6H, (CH3)2-N), 1.56 - 1.62 (m, 2H, CH2-CH2-
CH2), 2.93 (t, 2H, 3J = 6.4 Hz, NH-CH2-CH2), 3.20 (t, 2H, 3J = 6.4 Hz, CH2-CH2-N3), 4.78
(s, 1H, NH), 7.17 - 7.19 (m, 1H, Aromat.-H), 7.50 - 7.56 (m, 2H, Aromat.-H), 8.19 - 8.24
(m, 12, Aromat.-H), 8.59 - 8.65 (m, 1H, Aromat.-H) ppm.
EI-MS m/z (relative Intensita¨t): 333.0 (60) [M]+; 233.9 (3) [Dansyl]+.
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E.4.8 Analytische Ansa¨tze zur Optimierung der Reaktionsbedingun-
gen der Klick-Reaktion
N
S
N
H
NO
O
N N
C15H19N5O2S
MW: 333.41 g/mol
t-BuOH/H2O 4:1 v/v
OH
Natriumascorbat
CuSO4
TBTA
N
S
N
HO
O
N
N
N
OH
C5H6O
MW: 82,10 g/mol
C20H25N5O3S
MW: 415,51 g/mol
38 39
40
In einem Eppendorfgefa¨ß werden Natriumascorbat zusammen mit dem Cu/TBTA-Komplex
und Dansyl-Azid 38 in einem t-BuOH/Wasser-Gemisch (1:4 v/v) gelo¨st. Teilweise wird
noch Sa¨ure zugesetzt, um den pH-Wert einzustellen. Die Reaktion wird durch Zugabe von
2-Penten-4-in-1-ol 26 gestartet und durch DC-Kontrolle (5% Methanol in Dichlormethan,
Rf-Wert des Produktes= 0.2) verfolgt. Die einzelnen Variationen sind in den Tabellen 6 und
7 zusammengefasst. Um das Produkt zu charakterisieren wird ein Ansatz mittels Sa¨ulen-
chromatographie (Kieselgel, 5% Methanol in Dichlormethan, Rf= 0.2) aufgereinigt. Die
produkthaltigen Fraktionen werden vereinigt und das Laufmittel am Rotationsverdampfer
entfernt. Das Produkt wird als gelbes, unter UV-Licht gru¨nlich fluorezierendes ¨Ol erhalten.
EI-MS m/z (relative Intensita¨t): 415.2 (100) [M]+.
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Tabelle 6: Klick-Reaktionen zwischen Dansyl-Azid und 2-Penten-4-in-1-ol.
Ansatz 1 2 3 4 5
Chemikalie Konzentration [mM]
Natriumascorbat 20 2 2 2 2
Cu/TBTA-Komplex 2 0.2 0.2 0.2 0.2
Dansyl-Azid 20 2 2 0.02 0.02
2-Penten-4-in-1-ol 20 2 2 0.04 0.02
t-BuOH/H2O 1:4 1.4 mL 1.4 mL 1.4 mL 1.4 mL 1.4 mL
pH-Wert 3.5 6.5 3.5 3.5 6.5
Tabelle 7: Konzentrationen der Stammlo¨sungen
Chemikalie Konzentration Lo¨sungsmittel
[mM]
Natriumascorbat 500 t-BuOH:Wasser 1:4
Cu/TBTA-Komplex 50 t-BuOH:Wasser 1:4
Dansyl-Azid 100 t-BuOH:Wasser 1:4
2-Penten-4-in-1-ol 100 t-BuOH:Wasser 1:4
E.5 Enzymatische Reaktionen
Alle enzymatischen Reaktionen und alle Lo¨sungen, die damit in Zusammenhang stehen,
werden ausschließlich mit autoklavierten Pipettenspitzen und autoklavierten Eppendorf-
Gefa¨ßen angesetzt. Puffer und Stammlo¨sungen werden sterilfiltriert (0.2 µm Filter) und bei
-20◦C gelagert.
E.5.1 Sequenzspezifische Modifikation eines Duplex-ODN durch DNA-
MTasen-katalysierte Gruppenu¨bertragung
Eine Lo¨sung (750 µL) aus Duplex-ODN I·II (20 µM), NEB 4 Puffer (20 mM Tris-Acetat,
pH 7.9, 10 mM Magnesiumacetat, 50 mM Kaliumacetat, 1 mM DTT), Cofaktor (je 300 µM,
Tabelle 8) und MTase (22 µM, Tabelle 8) wird u¨ber Nacht bei 37◦C inkubiert. Am na¨chsten
Tag wird 15 min bei 95◦C inkubiert und der Ansatz u¨ber eine NAP-5 Sa¨ule aufgereinigt. Das
erhaltene Duplex-ODN IR·II wird anschließend enzymatisch fragmentiert (Abschnitt E.5.3).
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Tabelle 8: Enzymatische Fragmentierungen
Cofaktor MTase Ziel- mit R modifiziertes
nucleosid Nucleosid
AdoBenz (12) M.TaqI Adenin N6-Benzyl-adenin
AdoBenz4Me (13) M.TaqI Adenin N6-p-Toluoyl-adenin
AdoBenz (12) M.TaqI V21G Adenin N6-Benzyl-adenin
AdoBenz4Me (13) M.TaqI V21G Adenin N6-p-Toluoyl-adenin
AdoEnIn (29) M.TaqI Adenin N6-(2-Penten-4-inyl)-adenin
E.5.2 Markierung von DNA mittels Cu-katalysierter Cycloaddition
Eine Lo¨sung (50 µL) aus Duplex ODN IR·II mit R = 2-Penten-4-inyl (10 µM) und Biotin-
Azid (10 µM) wird in Wasser vorgelegt und fu¨r 5 min bei 80◦Cinkubiert. Anschließend wird
L-Prolin (14 mM), Natriumascorbat (20 mM) und Kupfer-(II)-sulfat (2 mM) zugegeben und
der Ansatz fu¨r 1 h bei 80◦C, gefolgt von 2 h bei RT inkubiert. Anschlißend wird der An-
satz u¨ber eine NAP-5 Sa¨ule filtriert, lyophillisiert und enzymatisch fragmentiert (Abschnitt
E.5.3).
E.5.3 Enzymatische Fragmentierung von Duplex-ODN zur Bestim-
mung der Nucleosidzusammensetzung
In einem Eppendorf-Gefa¨ß wird das Duplex-ODN IR·II (15 nmol) in CIAP-Puffer (92 µL,
10 mM Tris-HCl, 10 mM Magnesiumchlorid, pH 7.5) gelo¨st. Es werden Zinkacetat
(1 µL, 100 mM), Nuclease P1 (3 µL, 376 U/µL) und CIAP (4 µL, 10 U/µL) zugegeben.
Der Ansatz wird u¨ber Nacht bei 45◦C inkubiert. Am na¨chsten Tag wird die Nucleosid-
Zusammensetzung durch analytische reversed phase HPLC nach Methode H (E.3.6.8)
bestimmt. Zur Charakterisierung des modifizierten Nucleosids wird es mittels pra¨parativer
HPLC nach Methode I (E.3.6.9) isoliert und per ESI-MS analysiert.
E.5.4 Restriktions-Modifikations-Tests mit λ-DNA
λ-DNA (50 µg/µL) und der jeweilige Cofaktor (300 µM, bzw. 100 µM, bezogen auf das
biologisch aktive S-Epimer) werden im Reaktionspuffer der jeweiligen DNA-MTase (Tabel-
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le 9) vorgelegt. Zu dieser Lo¨sung (38 µL) wird DNA-MTase (2 µL, 1.06 eq. bezogen auf
die Zielsequenz) gegeben. Ausgehend davon werden Proben (20 µL) hergestellt, in denen
Cofaktor-Konzentration (300 µM, bzw 100 µM) und die λ-DNA-Menge (jeweils 1 µg, 31.3
fmol) unvera¨ndert ist, wa¨hrend die DNA-MTase-Konzentration von Probe zu Probe halbiert
ist.
Fu¨r den natu¨rlichen Cofaktor AdoMet (1) werden auf diese Weise 21 Proben mit DNA-
MTase-Mengen von 1.06 eq. bis 1.01−6 eq., bezogen auf die Zielsequenz , hergestellt. Fu¨r
die Untersuchung der Cofaktoranaloga werden bis zu 21 Proben mit entsprechenden MTase-
Mengen, ausgehend von 1.06 eq., bezogen auf die Zielsequenz, hergestellt.
Parallel werden Kontrollansa¨tze durchgefu¨hrt, bei denen Cofaktor bzw. DNA-MTase durch
Wasser ersetzt ist. Die Inkubationsdauer und -temperatur sind in Tabelle 9 aufgefu¨hrt. Jede
Probe wird anschließend mit der entsprechenden REase (Tabelle 10) in Restriktions-Puffer
(30 µL) versetzt und inkubiert. Dauer und Temperatur der Inkubation sind in Tabelle 10
aufgefu¨hrt. Nach der Zugabe von Ladepuffer (10 µL, 0.25% Bromphenolblau, 30% Glyce-
rin) werden die Lo¨sungen (je 12 µL) durch Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Zusa¨tzlich
wird λ-DNA unbehandelt und nach Fragmentierung durch die REase aufgetragen.
Fu¨r die Agarose-Gelelektrophorese wird in einer horizontalen Gelkammer ein Gel (300 mL)
aus Agarose (1%) in Laufpuffer (44.5 mM Tris, 44.5 mM Borsa¨ure, 10 mM EDTA,
0.5 µg/mL Ethidiumbromid) hergestellt. Nach Erkalten werden die Proben aufgetragen und
die Elektrophorese fu¨r 1 h bei einer Spannung von 150 Volt durchgefu¨hrt. Die DNA-Banden
werden anschließend im UV-Licht bei einer Wellenla¨nge von λ = 312 nm sichtbar gemacht.
Tabelle 9: Modifikations-Reaktionen.
DNA- Puffer Anzahl Ziel- Inkubation Menge an
MTase sequenzen T [◦C] Dauer [h] DNA-MTase
M.TaqI M.TaqI-Reaktionspuffer 121 60 4 8.4 pmol
M.TaqI V21G M.TaqI-Reaktionspuffer 121 60 4 8.4 pmol
M.RsrI M.RsrI-Reaktionspuffer 5 37 4 10.2 pmol
M.SssI M.SssI-Reaktionspuffer 3113 37 4 185.4 pmol
SspDam SspDam-Reaktionspuffer 115 20 4 10.0 pmol
M.BseCI M.BseCI-Reaktionspuffer 15 55 4 10.0 pmol
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Tabelle 10: Restriktions-Reaktionen.
verwendete REase Restiktions- Units Inkubation
MTase puffer T [◦C] Dauer [min]
MTaqI R.TaqI TaqI-Reaktionspuffer 40 60 15
M.TaqI V21G R.TaqI TaqI-Reaktionspuffer 40 60 15
M.RsrI EcoRI O+ mit BSA 10 37 60
M.SssI BstUI NEB 2 mit BSA 10 37 10
SspDam MboI R+ mit BSA 10 37 60
M.BseCI Bsu15I Y+ mit BSA 10 37 60
Im folgenden sind die verwendeten Puffer aufgefu¨hrt:
M.TaqI-Reaktionspuffer: 20 mM Tris-Acetat, pH 7.9, 10 mM Magnesiumacetat,
50 mM Kaliumacetat, 1 mM DTT, 0.01% Triton X-100 und 0.1 mg/mL BSA.
M.RsrI-Reaktionspuffer: 50 mM Tris-Acetat, pH 7.5, 5 mM EDTA und
5 mM β-Mercaptoethanol.
M.SssI-Reaktionspuffer: 10 mM Tris-HCl, pH 8.5, 50 mM Natriumchlorid, 10 mM
Magnesiumchlorid und 1 mM DTT.
SspDam-Reaktionspuffer: 150 mM Tris-HCl, pH 8.0, 2 mM DTT und 10 mM EDTA.
M.BseCI-Reaktionspuffer: 10 mM Tris-HCl, pH 7.9, 10 mM EDTA und
0.5 mM β-Mercaptoethanol.
TaqI-Reaktionspuffer: 16.6 mM Tris-HCl, pH 8.0, 166 mM Natriumchlorid, 8.3 mM
Magnesiumchlorid mit 0.166 µg/µL BSA.
O+ mit BSA: 83 mM Tris-HCl, pH 7.5, 166 mM Natriumchlorid, 16.6 mM Magnesium-
chlorid mit 0.166 µg/µL BSA.
NEB 2 mit BSA: 10 mM Tris-Acetat, pH 8.5, 100 mM Kaliumacetat, 10 mM Magnesium-
chlorid mit 0.166 µg/µL BSA.
R+ mit BSA: 1.6 mM Tris-Acetat, pH 8.5, 166 mM Kaliumchlorid, 16.6 mM Magnesium-
chlorid mit 0.166 µg/µL BSA.
Y+ mit BSA: 54.78 mM Tris-Acetat, pH 7.9, 109.56 mM Kaliumacetat, 16.6 mM Magne-
siumacetat mit 0.166 µg/µL BSA.
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E.5.5 UV-Vis-spektroskopische Bestimmung kinetischer Parameter
Die kinetische Untersuchung der AdoMet-Analoga AdoBenz (12), und AdoBenz4Me (13)
mit M.TaqI oder M.TaqI V21G erfolgt in einer Lo¨sung (800 µL), bestehend aus DNA-MTase
(Tabelle 11), ODN I·II (2.5 µM), M.Taq Reaktionspuffer (20 mM Tris-Acetat, pH 7.9,
10 mM Magnesiumacetat, 50 mM Kaliumacetat, 0.01% Triton X-100 reduziert) und Cofak-
tor. Die Messungen werden bei 37◦C mit verschiedenen Cofaktorkonzentationen von 3 µM
bis 300 µM (bezogen auf das biologisch aktive S-Epimer) durchgefu¨hrt. Nach Enzymzugabe
wird die zeitliche ¨Anderung der UV-Absorption bei λ = 290 nm aufgezeichnet. Vor Enzym-
zugabe werden die Proben fu¨r mindestens 20 min auf 37◦C vortemperiert. Die erhaltenen
Anfangsgeschwindigkeiten werden gegen die Cofaktor-Konzentration aufgetragen. Die
Michaelis-Menten-Konstante KM und die katalytische Umsatzzahl kkat werden mit Hilfe der
Software Origin durch Anpassung der Michaelis-Menten-Gleichung (s. Anhang, Gleichung
1) an die Datenpunkte erhalten.
Tabelle 11: Verwendete Enzymkonzentrationen.
Enzym/Cofaktor AdoBenz (12) AdoBenz4Me (13)
M.TaqI 128 nM 20 nM
M.TaqI V21G 20 nM 12 nM
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Anhang
Gleichungen
GLEICHUNG 1: Michaelis-Menten-Gleichung
k = kkat ∗ cS
cS +KM
mit: k = Geschwindigkeitskonstante
kkat = Katalytische Umsatzzahl (Gleichung 2)
cS = Substratkonzentration
KM = Michaelis-Menten-Konstante.
GLEICHUNG 2: Katalytische Umsatzzahl
kkat =
vmax
cE
mit: kkat = Katalytische Umsatzzahl.
vmax = Maximale Reaktionsgeschwindigkeit.
cE = Enzymkonzentration.
Programme
Die Anpassung der Funktionen an die Messwerte erfolgte mit dem Programm Origin 8.0 der
Firma OriginLab Corporation (Northhampton, USA).
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